(12) DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION 

EN MATlfeRE DE BREVETS (PCT) 



(19) Organisation Mondiale de la Proprkftl 
Intellectuelle 

Bureau international 




(43) Date de la publication Internationale (10) Num^ro de publication international 

10 septembre 2004 (10.09.2004) PCT WO 2004/076659 A2 



(51) Classification Internationale des brevets 7 : 

C12N 15/01, 9/10, C12P 13/06, 13/08, 13/12 

(21) Numero de la demande Internationale : 

PCT/FR2004/000354 

(22) Date de depot international : 

17 fevrier 2004 (17.02.2004) 

(25) Langue de depot : firancais 

(26) Langue de publication : firancais 

(30) Donnees relatives a la priorite : 

03/01924 18 fevrier 2003 (18.02.2003) FR 

03/05768 14 mai 2003 (14.05.2003) FR 

03/05769 14 mai 2003 (14.05.2003) FR 

03/13054 6 novembre 2003 (06.1 1.2003) FR 

(71) Deposant (pour tous les Etats designes sauf US) : 
METABOLIC EXPLORER [FR/FR]; Biopole Cler- 
mont-Limage, F-63360 Saint Beauzire (FR). 

(72) Inventeurs; et 

(75) Inventeurs/Deposants (pour US settlement) : CHATEAU, 
Michel [FR/FR]; les Baumettes, Appt 47 - Bat El, 
F-63200 Riom (FR). GONZALEZ, Benjamin [FR/FR]; 
15, rue de l'Horloge, F-63200 Riom (FR). MEY- 
NIAL-SALLES, Isabelle [FR/FR]; 15, chemin Montroux, 
F-31450 Fourquevaux (FR). SOUCAILLE, Philippe, 
Noel, Paul [FR/FR]; Chant du Coucou, F-31450 Deyme 



(FR). ZINK, Olivier [FR/FR]; 8, avenue Auguste Wicky, 
F-68100 Mulhouse (FR). 

(74) Mandataires : MARTIN, Jean- Jacques etc.; Cabinet 
Regimbeau, 129, rue Servient, F-69326 Lyon Cedex 03 
(FR). 

(81) Etats designes (sauf indication contraire, pour tout titre de 
protection nationale disponible) : AE, AG, AL, AM, AT, 
AU, AZ, BA, BB, BG, BR, BW, BY, BZ, CA, CH, CN, CO, 
CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, EC, EE, EG, ES, FI, GB, 
GD, GE, GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, 
KP, KR, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, 
MK, MN, MW, MX, MZ, NA, NI, NO, NZ, OM, PG, PH, 
PL, PT, RO, RU, SC, SD, SE, SG, SK, SL, SY, TJ, TM, TN, 
TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, YU, ZA, ZM, ZW. 

(84) Etats designes (sauf indication contraire, pour tout titre de 
protection regionale disponible) : ARIPO (BW, GH, GM, 
KE, LS, MW, MZ, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZM, ZW), eurasien 
(AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM), europeen (AT, 
BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, EE, ES, FI, FR, GB, GR, 
HU, IE, IT, LU, MC, NL, PT, RO, SE, SI, SK, TR), OAPI 
(BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, 
SN, TD, TG). 

Publiee : 

— sans rapport de recherche international, sera republiee 
des reception de ce rapport 

[Suite sur la page suivantej 



(54) Title: METHOD FOR THE PRODUCTION OF EVOLVED MICROORGANISMS WHICH PERMIT THE GENERATION 
OR MODIFICATION OF METABOLIC PATHWAYS 

(54) Titre : PROCEDE DE PREPARATION DE MICROORGANISMES EVOLUES PERMETTANT LA CREATION OU LA 
MODIFICATION DE VOIES METABOLIQUES 

(57) Abstract: The invention relates to a novel method for the preparation of evolved microorganisms which permit a modifica- 
tion of metabolic pathways, characterised in comprising the following steps: a) production of a modified microorganism by genetic 
modification of initial microorganism cells such as to inhibit the production of or the consumption of a metabolite when the microor- 
— ganism is cultivated in a defined medium which also affects the capacity of the microorganism for growth, b) culture of the modified 
fs* microorganisms previously obtained in said defined medium to induce evolution in said cells where it might be necessary to add 
^ a co-substrate to the defined medium in order to permit said evolution, c) selection of the cells of modified microorganisms which 
are capable of developing in the defined medium, optionally with a co-substrate. The invention also relates to the strains of evolved 
&\ microorganisms obtained thus, the genes evolved which code for evolved proteins which may be obtained by means of said method 
I/} and the use of said evolved microorganisms, genes or proteins in a biotransformation method. 

f** (57) Abrege : La presente invention concerne un nouveau proc6d6 de preparation de microorganismes evoluSs, permettant une mo- 
0> dification des voies m^taboliques, caracterise' en ce qu'il comprend les etapes suivantes : a) obtention d'un microorganisme modifig 
par modification g£n6tique des cellules d'un microorganisme initial de maniere a inhiber la production ou la consommation d'un 
£S metabolite lorsque le microorganisme est cultive' sur un milieu dSfini, affectant ainsi la capacity de croissance du microorganisme, 
O b) culture des microorganismes modifies prec6demment obtenus sur ledit milieu d6fini pour le faire evoluer, il peut etre necessaire 
d'ajouter un co-substrat au milieu d£fini afin de permettre cette evolution, a) selection des cellules de microorganismes modifies 
capables de se developper sur le milieu d6fini, eventuellement avec un co-substrat. L'invention concerne egalement les souches de 
microorganismes 6volu6s ainsi obtenus, les genes evoluSs codant pour des prolines evoluees susceptibles d'etre obtenues par le 
proc^de* selon l'invention et Tutilisation desdits microorganismes, genes ou prolines evolu6s dans un procecle' de biotransformation. 
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Proc6d£ de preparation de microorganismes ivolufe permettant la creation ou 
la modification de voies metaboliques 



5 La pr6sente invention concerne un nouveau proc6d6 de preparation de 

microorganismes 6volu6s permettant la creation ou la modification de voies 
metaboliques, les souches de microorganismes 6volu6s ainsi obtenus, les genes 
evolues codant pour des prolines 6volu6es susceptibles d'etre obtenues par le 
proc6d6 selon V invention et l'utilisation desdits microorganismes, g£nes ou prolines 
10 evolues dans un proc6de de biotransformation, 

La preparation de microorganismes k propri£t£s modifiees est un processus 
largement r6pandu. II s'agit soit de faire <§voluer des microorganismes en les feisant 
croitre sur im milieu de croissance avec un element de pression de selection, de 
manifcre k seiectionner les microorganismes capables de r^sister k cette pression, soit 
15 k introduire un ou plusieurs gfenes heterologues par des techniques aujourd'hui 
largement repandues de genie genetique, afin de conterer aux microorganismes des 
nouveaux caracteres ph6notypiques associes k l'expression du ou desdits gdnes 
h6t6rologues. L* evolution pent etre fevorisee par Putilisation d'agents mutagenes 
bien connus de l'homme du metier. 
20 Des techniques d* evolution, par croissance sous pression de selection en 

supprimant un gfene necessaire a la transformation d'un composant present dans le 
milieu de culture et au moyen d'un agent mutag^ne sont decrites notamment dans FR 
2 823 219 ou WO 03/004656. 

Breve description de Pinvention 
25 La presente invention concerne un nouveau procede de preparation de 

microorganismes evokes, permettant une modification des voies metaboliques, 
caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) Modification des cellules d'un microorganisme initial de maniere a 
inhiber la production ou la consommation d'un metabolite lorsque le 
30 microorganisme est cultive sur un milieu defini, affectant ainsi la capacite 

de croissance du microorganisme. En Pabsence de modification des 
cellules, le microorganisme est capable de produire ou de consommer ce 
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metabolite et pr&ente une croissance normale lorsque cultive sur ce 
meme milieu defini. 

b) Culture des microorganismes modifies precedemment obtenus sur ledit 
milieu defini pour le faire evoluer, le milieu defini pouvant egalement 

5 comprendre un co-substrat n^cessaire k cette Evolution, 

c) Selection des cellules de microorganismes modifies capables de se 
d6velopper sur le milieu defini, eventuellement avec un co-substrat 

Le microorganisme 6volu6 comprend pr6f6rentiellement au moins un g£ne 
6volue, codant pour une proteine evoluee, dont Involution permet de remplacer la 
10 voie metabolique inhibee par une nouvelle voie metabolique. 

La pr^sente invention conceme egalement un procede comprenant une etape 
suppl&nentaire al) d'introduction d'au moins un g£ne h^terologue codant pour une 
proteine heterologue, ledit gdne heterologue etant destine k faire evoluer une 
nouvelle voie metabolique, prSalable & Tetape b) de culture des microorganismes 
15 modifies. 

La pr£sente invention conceme aussi un procede comprenant une etape d) 
d'isolation du gene 6volu6 codant pour ladite proteine evoluee. 

La pr^sente invention conceme aussi un procede selon rinvention dans lequel 
on introduit le g£ne £volu£ pr6c6demiment obtenu, sous une forme appropriee, dans 
20 un microorganisme de production destine h la production de proteine evolu6e. 

L'invention conceme egalement un microorganisme evplue susceptible d'Stre 
obtenu par un procede selon rinvention tel que defini ci-dessus et ci-apres. 

L'invention conceme aussi un procede de preparation d'une proteine evoluee, 
caracteris6 en ce que Ton cultive un microorganisme evolu6 selon rinvention dans 
25 un milieu de culture approprie pour la production de la proteine evoluee, la proteine 
evoluee produite etant eventuellement purifiee. 

L'invention conceme aussi un g£ne evolue codant pour une proteine evoluee 
susceptible d'Stre obtenu par un procede selon rinvention tel que defini ci-dessus et 
ci-apres. 

30 L'invention conceme egalement une proteine evoluee susceptible d'etre 

obtenue par un procede selon l'invention tel que defini ci-dessus et ci-apres. 
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L'invention concerne egalement l'utilisation d'un microorganisme 6volu6 ou 
une proline 6volu6e tels que definis ci-dessus et ci-apr&s dans un precede de 
biotransformation. 

Definitions 

5 Par « microorganisme 6volu6 », on entend selon l'invention tin 

microorganisme obtenu par selection d'un microorganisme modifie. Le 
microorganisme evolue pr6sente au moins une difference par rapport au 
microorganisme modifie, cette difference correspond par exemple k une amelioration 
d'une caract6ristique enzymatique ou encore k la creation d'une nouvelle voie 

10 metabolique. 

Par «voie metabolique », on entend selon l'invention une ou plusieurs 
reactions enzymatiques dont la succession permet de produire une molecule (produit) 
difKrente de la molecule initiale (substrat). 

Par « modification », on entend selon l'invention une alteration, en particulier 
15 une d616tion, d'au moins un gdne et/ou de sa sequence promotrice, le g£ne codant 
pour une enzyme. 

Par « metabolite », on entend selon l'invention une molecule synthetisee 
et/ou transformee par le microorganisme. 

Par « milieu defini », on entend selon l'invention un milieu de composition 
20 moieculaire connue, adapte k la croissance du microorganisme, Le milieu defini est 
substantiellement exempt du ou des metabolites dont on inhibe la production en 
realisant la modification. 

Par « co-substrat », on entend selon l'invention une molecule carbonee ou 
non, differente du substrat, qui est implique dans une reaction et donnant un ou 
25 plusieurs atomes au substrat afin de former le produit. Le co-substrat n'a pas de 
propriete mutag^ne recoimue. 

Par « selections on entend selon l'invention un precede de culture 
pennettant de seiectionner les microorganismes ayant evolue de telle sorte que la 
modification n'affecte plus la croissance. Une application prefe^e est un precede de 
30 culture en continu, conduit en appliquant des taux de dilution croissants de telle sorte 
de ne conserver dans le milieu de culture que les microorganismes ayant un taux de 
croissance egal ou superieur au taux de dilution impose. 
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Par « g&ne 6volu6 », on entend selon Pinvention une succession d'acides 
nucleiques (pris parmi A,T,G ou C) delimit^ par un codon stop (TAA, TAG, TGA) 
en phase et ayant, k Tissue de la selection, au moins un acide nucl&que different par 
rapport k la sequence initiale de telle sorte que la proline cod£e par ce gdne 6volu6 
5 pr6sente au moins un acide amin£ different par rapport k la proteine cod6e par le 
g&ne initial. 

Par « g&ne h6t6rologue », on entend selon Pinvention une succession d'acides 
nucleiques, d£limitee par un codon start (ATG ou GTG) et un codon stop (TAA, 
TAG, TGA) en phase, d6nomm6e sequence codante et issue d'un organisme different 
10 de celui utilise pour r6aliser Involution et/ou la production. 

Par « proteine 6volu6e », on entend selon Pinvention une succession d'acides 
amin6s (sequence prot&que) ayant, k Pissue de la selection, au moins un acide amine 
different par rapport k la sequence prot&que initiale. 

Par « proteine h&6rologue », on entend selon Pinvention une proline issue 
15 de la traduction d'un gene h6t6rologue. 

Les g&aes et prolines peuvent etre identifies par leurs sequences primaires, 
mais 6galement par homologies de s6quences ou alignements qui d6finissent des 
groupes de prolines. 

Les PFAM (Protein families database of alignments and Hidden Markov 
20 Models ; http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/^ reprSsentent une large collection 
d'alignements de sequences proteiques. Chaque PFAM permet de visuaUser des 
alignements multiples, de voir des domaines proteiques, d'evaluer la repartition entre 
les organismes, d'avoir accds k d'autres bases de donnSes, de visualiser des 
structures connues de prot&nes. 
25 Les COGs (Clusters of Orthologous Groups of proteins; 

http://www.ncbi.iilm mh . f rov/COGA sont obtenus en comparant les sequences 
proteiques issus de 43 g£nomes completement s<§quenc6s repr£sentant 30 lignSes 
phylog£n6tiques majeurs. Chaque COG est defini a partir d'au moins trois lign^es ce 
qui pennet ainsi d' identifier des domaines conserves anciens. 
30 Les moyens d'identification des sequences homologues et de leurs 

pourcentages d'homologie sont bien connus de Phomme du metier, comprenant 
notamment les programmes BLAST qui peuvent Stre utilise k partir du site 
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http://www nchi /nlm .nih . gov/BLAST/ avec les param&res indiqu^s par defaut sur ce 
site, Les sequences obtemxes peuvent alors Stre explores (e.g. alignees) en utilisant 
par exemple les programmes CLUSTALW (Tittp://www.ebi.ac.iik/clustalw/) ou 
MULTALIN flittp://prodes.toulou seinm avec les 

5 paramdtres indiqu6s par defaut sur ces sites. 

En utilisant les references donates sur GenBank pour les ghnes qui sont 
connus, Phomme du metier est capable de determiner les gdnes Equivalents dans 
d'autres organismes, souches bacteriennes, levures, champignons, mammif&res, 
plantes, etc. Ce travail de routine est avantageusement effectue en utilisant les 

10 sequences consensu pouvant etre determines en r6alisant des alignements de 
sequences avec des genes issus d'autres microorganismes, et en dessinant des sondes 
d6gen6r6es permettant de doner le gene correspondant dans un autre organisme. Ces 
techniques de routine de biologie moieculaire sont bien connues dans Tart et sont 
dScrites par exemple dans Sambrook et al. (1989 Molecular cloning : a laboratory 

1 5 manual. 2 nd Ed. Cold Spring Harbor Lab., Cold Spring Harbor, New York.). 

Les g£nes susceptibles d'Stre deletes ou surexprim£s pour les souches 
6volu6es selon Pinvention sont definis principalement par Pemploi de la 
denomination du g£ne de E. coli. Cependant, cet emploi a une signification plus 
generate selon Pinvention et englobe les genes correspondants d'autres 

20 microorganismes. En effet en utilisant les references GenBank des g£nes d'E. coli , 
Phomme du metier est capable de determiner les g£nes equivalents dans d'autres 
souches bacteriennes qu'E. coli. 

Par « nouvelle voie metabolique », on entend selon Pinvention une ou 
plusieurs reactions enzymatiques, dont la succession permet de produire une 

25 molecule, qui, apres Petape de selection du microorganisme evolue, se revdlent 
differentes des activites enzymatiques du microorganisme non evolue. La difference 
pouvant resider dans le type de reaction catalysee ou bien dans ses caracteristiques 
cinetiques (Km, Vmax, Ki, ...). Une nouvelle voie enzymatique permet de produire 
une molecule, differente ou non du produit initial, k partir d'un substrat different ou 

30 non du substrat initial. 

Par « fonne appropriee », on entend selon Pinvention une succession d'acide 
nucieique, deiimitee par un codon start (ATG ou GTG) et un codon stop (TAA, 
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TAG, TGA) en phase, denomm^e sequence codante, ou une partie de cette sequence 
codante, sous le controle d'eiements de regulation n&essaires k son expression dans 
le microorganisme dans lequel le gdne h&erologue sera exprime. Ces elements de 
regulations sont bien connus de Phomme du metier, et comprennent des sequences 
5 de regulation promotrice, ou promoteurs, en particulier des promoteurs dits 
promoteurs forts constitutifs chez les microorganismes. De preference, le promoteur 
constitutif est choisi parmi pTAC-O, pLAC-O, pTRC-O, des promoteurs forts pour 
lesquels Foperateur lac a ete delete pour les rendre constitutifs, pTHLA. 

Par « microorganisme initial » on entend un microorganisme avant realisation 

10 de toute modification, mutation ou evolution. 

Par « microorganisme de production^ on entend selon Tinvention un 
microorganisme evolue ou un microorganisme optimise dans le lequel a ete introduit 
la nouvelle voie metabolique issue d'un microorganisme evolue. 

Par « microorganisme modifie » on entend un microorganisme obtenu apr&s 

15 realisation de modifications maitrisees par Phomme et ne resultant pas d'un 
processus devolution. On citera k titre d'exemple de modification, la mutation 
dirigee ou la deletion d'un g£ne, la modification dirigee d'un promoteur* 

Par « milieu de culture approprie pour la production de la proteine evolu6e », 
on entend selon 1* invention soit un milieu de composition defini, soit un milieu 

20 complexe, soit un milieu partiellement defini. Le milieu complexe est realise h partir 
soit d'un hydrolysat vegetal, de microorganisme ou animal ; sa composition peut-etre 
connue en realisant des analyses, il est cependant rare de pouvoir realiser une analyse 
exhaustive de ce type de milieu. Un milieu partiellement defini est un milieu defini 
auquel on rajoute un milieu complexe. 

25 Par « procede de biotransformation » on entend selon Finvention un procede 

de transformation d'une molecule A en une molecule B en utilisant une ou plusieurs 
enzymes, contenues ou non dans un ou plusieurs microorganismes. On distingue trois 
types de precedes de biotransformation: la bioconversion, la fermentation et la 
biocatalyse. Dans le cas de la bioconversion, la ou les enzymes sont contenues dans 

30 un ou plusieurs microorganismes, ceux-ci sont cultives sur un milieu approprie puis 
la molecule A et eventuellement un ou plusieurs co-substrats sont apportes pour etre 
transformes en B. Dans le cas de la fermentation, la ou les enzymes sont contenues 
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dans tin ou plusieurs microorganismes, ceux-ci sont cultiv^s sur un milieu approprie 
permettant au(x) microorganisme de synthetiser la molecule A ; le milieu approprie 
peut contenir des co-substrats. Dans le cas de la biocatalyse, la ou les enzymes ne 
sont pas contenues dans des cellules mais sont entour6es par un milieu ad6quat 

5 apportant la molecule A ainsi que les co-substrats nScessaires k la biotransformation. 

Les methodes d'isolation de genes sont bien connues de Phomme du metier, 
d^crites notamment dans Sambrook et a/.(1989 Molecular cloning: a laboratory 
manual, 2 nd Ed. Cold Spring Harbor Lab., Cold Spring Harbor, New York), Ausubel 
et al., 1987 (Current Protocols in Molecular Biology, John Willey and Sons, New 

10 York); Maniatis et al., 1982, (Molecular Cloning : a laboratory manual. Cold Spring 
Harbor Laboratory, Cold Sring Harbor, New York). Ces methodes permettent de 
localiser, de copier ou d'extraire le gene, afin de Pintroduire dans un nouvel 
organisme. Cette dernidre etape pouvant 8tre pr6c6dee d'une etape d'incorporation 
du gbne dans un polynucleotides prSalablement h son introduction dans le 

15 microorganisme. 

Les methodes de purification d'une proteine sont bien connues de Phomme 
du metier, decrites notamment dans Coligan et aL 9 1997 (Current Protocols in Protein 
Science, John Wiley & Sons, Inc). Elles permettent d'identifier la proteine 
recherch6e dans un extrait proteique, fractionne ou non. La proteine peut ensuite Stre 

20 purifi^e, ce qui se traduit par une augmentation de son activity specifique, dans le cas 
particulier d'une enzyme. Enfin ces techniques permettent 6ventuellement 
d'immobiliser la proteine sur un support (e.g. resine). 

Par « delation », on entend selon Pinvention une suppression de Pactivite du 
gdne « delete ». Cette suppression peut etre une inactivation du produit d' expression 

25 du gdne concerne par un moyen approprie, ou bien rinhibition de Pexpression du 
gene concerne, ou encore la deletion d'an moins une partie du g£ne concerne de 
maniere soit que son expression n'ait pas lieu (par exemple deletion d'une partie ou 
de Pensemble de la region promotrice necessaire a son expression) soit que le produit 
d' expression ait perdu sa fonction (par exemple deletion dans la partie codante du 

30 gene concerne). De maniere preferentielle, la deletion d'un g£ne comprend la 
suppression de Pessentiel dudit gene, et le cas echeant son remplacement par un gdne 
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marqueur de selection permettant de faciliter Identification, Fisolement et la 
purification des souches evoluees selon Finvention. 

Par « substrat » on entend un metabolite qui peut etre transform^ par Taction 
d'une enzyme, eventuellement en presence d*un co-substrat. 
5 Description d|taU16e de Finvention 

A, Microorganismes modifies 

Les souches de microorganismes modifies selon Finvention peuvent etre 
procaryotiques ou eucaryotiques. 

Par souche de microorganismes, on entend selon Finvention un ensemble de 

10 microorganismes d'une meme esp£ce comprenant au moins un microorganisme de 
ladite espdce. Ainsi, les caracteristiques d6crites pour la souche s'appliquent k 
chacun des microorganismes de ladite souche. De m§me, les caracteristiques decrites 
pour Fun des microorganismes de la souche s'appliqueront k Fensemble desdits 
microorganismes la composant 

15 Les microorganismes optimises selon Finvention sont choisis parmi les 

bacteries, les levures et les champignons, et notamment ceux des espdces suivantes : 
Aspergillus sp. 9 Bacillus sp. 9 Brevibacterium sp. 9 Clostridium sp. 9 Corynebacterium 
sp. 9 Escherichia sp. 9 Gluconobacter sp. 9 Pseudomonas sp. 9 Rhodococcus sp. 9 
Saccharomyces sp. 9 Streptomyces sp. 9 Xanthomonas sp. 9 Candida sp. 

20 Dans un mode de realisation pr6fSre, la souche bacterienne est une souche 

& Escherichia, en particulier d 9 E. colt Dans un autre mode de realisation, la souche 
bacterienne est une souche de Corynebacterium 9 en particulier C. glutamicum. 

Dans un autre mode de realisation, la souche de levure est une souche de 
Saccharomyces, en particulier S. cerevisiae 

25 Pour preparer lesdit microorganismes modifies, il peut etre avantageux 

d'attenuer, en particulier de deleter, d'autres gdnes associes ou non k la voie 
metabolique a modifier afin de favoriser Fevolution du microorganisme. 

Pour preparer lesdit microorganismes modifies, il peut etre egalement 
avantageux de favoriser, en particulier de surexprimer, d'autres genes, heterologues 

30 ou non, associes ou non k la voie metabolique a modifier afin de favoriser Fevolution 
du microorganisme. 
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La surexpression d'un gbne peut etre effective par changement du promoteur 
de ce g&ne in situ, par un promoteur fort ou inductible. De fagon alternative, on 
introduit, dans la cellule, un plasmide r^plicatif (simple ou multicopies) dans lequel 
le g£ne que Ton desire surexprimer est sous le contrdle du promoteur addquat 
5 De telles modifications seront d£cid6es au cas par cas selon le choix de la 

voie m6tabolique k modifier. EUes sont notamment d6crites au cas par cas pour les 
voies m6taboliques particulferes expos^es ci-aprfes. 

L'homme du metier connait les protocoles permettant de modifier le caractfcre 
g6n6tique de microorganismes. 

10 L'inactivation d'un gdne se fait pref&entiellement par recombinaison 

homologue. (Datsenko, K.A. ; Wanner, B.L. (2000) One-step inactivation of 
chromosomal genes in Escherichia coli K-12 using PCR products. Proc. Natl Acad. 
Set USA 97 : 6640-6645). Le principe d'un protocole en est rappeie brifevement : on 
introduit dans la cellule un fragment lin6aire, obtenu in vitro, comprenant les deux 

15 regions flanquant le gdne, et au moins un g£ne de selection entre ces deux regions 
(g6n6ralement un g&ne de resistance k un antibiotique), ledit fragment lin6aire 
pr6sentant done un g£ne inactive. On s&ectionne les cellules ayant subi un 
6v6nement de recombinaison et ayant integr£ le fragment introduit par etalement sur 
milieu s61ectif. On selectionne ensuite les cellules ayant subi un evenement de double 

20 recombinaison, dans lesquelles le g&ie natif a 6t6 remplac6 par le gene inactive. Ce 
protocole peut etre ameiiore en utilisant des syst&nes de selections positive et 
negative, afin d'accel6rer la detection des evenements de double recombinaisons. 

L'inactivation d'un g&ne chez S. cerevisiae se fait pr£f£rentiellement par 
recombinaison homologue (Baudin et ah, Nucl Acids Res. 21, 3329-3330, 1993; 

25 Wach etal, Yeast 10, 1793-1808, 1994; Brachmann etal, Yeast 14 :115-32, 1998). 
B. Microorganismes de production 

Les microorganismes de productions sont choisis 6galement parmi les 
bacteries, les levures et les champignons definis precedemment. H peut s'agir des 
microorganismes evolues obtenus par le proc6d6 d* evolution selon Pinvention, ou 
30 encore de microorganismes optimises pour la production du metabolite recherche, 
dans lesquels on aura introduit au moins un g£ne evolue selon Pinvention. 
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C. Culture des Microorganismes 

Selon rinvention, les termes « culture » et « fermentation » sont employes 
indiffSremment pour designer la croissance du microorganisme sur un milieu de 
culture approprie comprenant une source de carbone simple. 
5 Par source de carbone simple, selon la pr&ente invention, on entend des 

sources de carbone utilisables par Phomme du metier pour la croissance normale 
d'un microorganisme, d'une bacterie en particulier. On entend designer notamment 
les difiterents sucres assimilables, tels le glucose, le galactose, le saccharose, le - 
lactose ou les meiasses, ou les sous-produits de ces sucres. Une source de carbone 

10 simple tout particulierement pr6fSr6e est le glucose. Une autre source de carbone 
simple pr6f£r6e est le saccharose. 

La definition des conditions de culture des microorganismes selon Pinvention 
est k la portee de Phomme du metier. On fermente notamment les bacteries k une 
temperature comprise entre 20°C et 55°C, de preference entre 25°C et 40°C, plus 

15 particulierement d'environ 30°C pour C. glutamicum et d'environ 37°C pour E. coll 
La fermentation est generalement conduite en fermenteurs avec un milieu 
mineral de culture de composition connu defini et adapte en fonction des bacteries 
utilisees, contenant au moins une source de carbone simple et le cas echeant un co- 
substrat necessaire k la production du metabolite. 

20 En particulier, le milieu mineral de culture pour E. coli pourra ainsi Stre de 

composition identique ou similaire k un milieu M9 (Anderson, 1946, Proc. Natl 
Acad. Set USA 32:120-128), un milieu M63 (Miller, 1992; A Short Course in 
Bacterial Genetics: A Laboratory Manual and Handbook for Escherichia coli and 
Related Bacteria, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New 

25 York) ou un milieu tel que defini par Schaefer et al (1999, Anal Biochem. 270 : 88- 
96). 

De maniere analogue, le milieu mineral de culture pour C. glutamicum pourra 
ainsi etre de composition identique ou similaire au milieu BMCG (Liebl et al., 1989, 
Appl Microbiol Biotechnol 32: 205-210) k un milieu tel que defini par Riedel et al 
30 (2001, J. Mol Microbiol Biotechnol 3: 573-583). 
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D. Voies Mftabolianes 

Les voies metaboliques destinies k etre 6volu6es sont g6n6ralement choisies 
parmi les voies de biosynthdse des acides amines, les voies de synthase des acides 
nucieiques, les voies de synthase des lipides, les voies du metabolisme des sucres. 
5 Selon tin premier mode pref&rentiel de realisation de Pinvention, la voie 

m&abolique 6volu6e est une voie de biosynth^se des acides amines, en particulier 
une voie de biosynthdse d'un acide amine choisi parmi la methionine, la cysteine, la 
threonine, la lysine, ou Pisoleucine. 

Selon un deuxieme mode pr£f£rentiel de realisation de Pinvention, la voie 

10 metabolique modifi.ee est une voie permettant la regeneration du NADP k partir du 
NADPH. On citera en particulier la voie de biosynthese de la cysteine, de 
Phydroxypropionate et de biosynthese du xylitoL 

DJL Voie de biosvnthfese de la methionine 
L'application de Pinvention peut se faire par exemple sur la voie de 

15 biosynthese de la methionine (figure 1) et permet d'obtenir des souches de 
microorganismes, en particulier des bacteries, notamment E. coli et les 
corynebacteries, produisant de Pacide 2-Amino-4^alkylmercapto)butyrique, en 
particulier de la ^methionine (acide 2-Amino-4-(methylmercapto)butyrique) par 
metabolisme d'une source de carbone simple et d'une source de soufire, en particulier 

20 le methylmercaptan (CH3SH), le sulfiire d'hydrogene (H2S) ou leurs sels. La source 
de soufire H2S peut aussi Stre introduite dans le milieu de culture sous la forme de 
sulfate. L'invention concerne egalement la souche de microorganisme, les enzymes 
ameiiorees et a leurs sequences codantes. L'invention concerne enfin un procede de 
preparation de la methionine par culture de ladite souche de microorganisme. 

25 La DL-Methionine est produite industriellement par synthdse chimique. Le 

methyl-mercaptan reagit avec Pacroieine pour produire le P-methyl 
thiopropionaldehyde, qui reagit avec Phydrogene cyanide pour produire Pa- 
hydroxy-Y-methyl-tMo-butyro-nitrile. Apres traitement avec Pammoniac, et une 
hydrolyse, on obtient la methionine. 

30 Tous les producteurs industriels de la DL-methionine utilisent les memes 

matieres premieres k savoir Pacroieine, le methane thiol (methyl-mercaptan), 
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l'hydrogdne cyanide et rammoniac ou Panmionium carbonate. Le proc6d6 de 
synthase du melange rac^mique peut §tre conduit en batch ou en continu. 

Un proced6 industriel combine k la synthese chimique de la biocatalyse par 
Putilisant P amino acylase, enzyme produite par Aspergillus oryzas pour obtenir 
5 uniquement la L-m6thionine k partir de la DL-methionine. 

Les brevets US 6,379,934 et EP 1 055 730 se rapportent k la production 
d'acides amines en utilisant une souche de bacteries coryneformes, dans laquelle le 
g£ne accBC est amplifte. La methionine est mentionn6e, mais seule la preparation de 
L-lysine est exemplifiee. 
10 Toutefois, la synthese d'acides amines soufr£s en culture de microorganisme 

reste difficile a mettre en ceuvre k des niveaux susceptibles de conduire k une 
exploitation industrielle, notamment du fait de la complexity de leurs voies de 
biosynthdse et de nombreux mecanismes de regulation. 

En effet, le metabolisme de la methionine, est fortement reguie, la regulation 
15 de son metabolisme se faisant k plusieurs niveaux (Weissbach et al., 1991, Mol. 
Microbiol., 5, 1593-1597) : 

metabolisme carbone pour la fabrication de la L-serine a partir du 

glycerate3P, de la L-homoserine k partir de Faspartate et de Pacetyl-CoA 

metabolisme du soufre pour la fabrication de la L-cysteine k partir de la L- 
20 serine, de Pacetyl-CoA et du sulfate du milieu de culture 

synthese de la methionine (Fig. 1) k partir de la L-homoserine, de la cysteine 

et d'acetyl-CoA ou succinyl-CoA. 

La demande WO 93/17112 decrit les differentes enzymes impliquees dans la 
biosynthese de la methionine k partir de Pacide L-aspartique dans divers organismes. 
25 Cette demande de brevet decrit egalement Pintroduction dans un microorganisme de 
plusieurs g£nes exogenes agissant de manidre sequentielle pour la synthese de la 
methionine, employant du methyl-mercaptan ou du sulfiire d'hydrogdne comme 
source de soufre. 

La presente invention se rapporte k des souches de microorganismes en 
30 particulier des bacteries, notamment E. colt et les corynebacteries, produisant de 
Pacide 2-amino-4-(alkylmercapto)butyrique de formule generale (I) 

R-S-(CH 2 )r-CHNH 2 -COOH 0) 
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dans laquelle R repr£sente un radical alkyle lin£aire ou ramifi£ comprenant de 
1 & 18 atomes de carbones, eventuellement substituS par un ou des groupe(s) 
hydroxy, ou un radical aryle ou h6t£roaryle comprenant un ou plusieurs atomes 
d'azote ou de soufire dans le cycle h£t£roaromatique, seiectionn6 parmi les groupes 
5 pMayle, pyridyle, pyrolyle, pyrazolyle, triazolyle, tetrazolyle, thiazolyle, ou thienyle, 
par m£tabolisme d'une source de carbone simple et d'une source de soufre 
comprenant un compose de formule g£nerale (II) : . 

R'-SHCII) 

dans laquelle R* repr£sente un atome d'hydrog&ne ou R, R £tant d6fini 
10 pr£c£demment, et ses sels physiologiquement acceptables, 

les dites souches pr£sentant au moins un gene codant pour une enzyme k 
activite « methionine synthase » modifi£e. 

Par enzyme k activity « methionine synthase » modiftee, on entend selon 
Finvention toute enzyme impliqu^e dans la biosynthdse des acides 2»amino-4- 
15 (alkylmercapto)butyriques de formule g6n£rale (T) par conversion d'un substrat 
d6riv£ de formule g£n6rale (HI) 

R"-0-(CH 2 )2-CHNH 2 -COOH (HI) 
dans laquelle R" repr£sente un radical acyle de preference choisi parmi le 
radical succinyle ou le radical ac£tyle, 
20 soit par conversion directe du substrat en acide de formule g6n£rale (I), 

soit par conversion du substrat en homocysteine de formule g£n£rale (TV) 

HS-(CH 2 )2-CHNH 2 -COOH (TV) 
laquelle est ensuite transform^ en acide de formule g£n£rale (I) par une 
enzyme appropri£e. 

25 Les enzymes k activit6 « methionine synthase » modiftee sont des enzymes 

modifies par rapport aux enzymes natives pour leur permettre de realiser de maniere 
pr6ferentielle la conversion directe du substrat de formule generate (IE) en acide de 
formule g&ierale Q) ou en homocysteine de formule generate (TV) au lieu de la 
reaction catalys6e par P enzyme native. Cette modification, appel£e encore mutation, 

30 consiste essentiellement en ce que Penzyme modifi6e ait une plus grande affinity 
pour le compost soufr£ de formule g£n£rale (It) que pour son co-substrat naturel. 
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Par source de carbone simple, selon la presente invention, on entend des 
sources de carbone utilisables par Phomme du metier pour la cioissance normale 
d'un microorganisme, d'une bacterie en particulier. On entend designer notamment 
les diffgrents sucres assimilables, tels le glucose, le galactose, le saccharose, le 
5 lactose ou les m61asses, ou les sous-produits de ces sucres. Une source de carbone 
simple tout particuliSrement pr6fer£e est le glucose. Une autre source de carbone 
simple pr6f§r6e est le saccharose. 

Par sel physiologiquement acceptable, on entend selon rinvention les sels du 
compost de formule generate (I) qui n'affectent pas le m&abolisme et la capacity de 
10 croissance de la souche de microorganisme selon Pinvention, notamment les sels de 
m6taux alcalins comme le sodium. 

Selon un mode preferential de realisation de Pinvention, R represents un 
radical alkyle lin^aire ou ramifi6 comprenant de 1 k 4 atomes de carbone, en 
particulier choisi parmi les radicaux m&hyle, ethyle, n-propyle, i-propyle, n-butyle, 
15 i-butyle ou t-butyle. De manidre plus pr^ferentielle, R repr6sente le radical m&hyle. 

I/acide 2-aiiiino^(alkylmerc£5)to)butyrique de formule g&i6rale (I) obtenu 
est de preference la ^methionine. 

L'utilisation d'une source de carbone simple et d'un compose soufre de 
formule (II) pour la production d'acide de formule (I) par byconversion presente a 
20 priori plusieurs avantages, notamment : 

la synthase de Pacide (I), comme la methionine, en une ou deux etapes k 

partie k partir d'O-acyl-L-homoserine, devient independante de la synthese de 

la cysteine voire egalement du cycle du tetrahydrofolate ; 

les composes soufires de formule (II), comme le methyl-mercaptan, qui sont 
25 des matieres premieres generalement toxiques issues de la petrochimie, 

peuvent etre valorises dans la synthese d'acides amines k haute valeur 

ajoutee. 

L'invention est basee sur le fait que Pon peut obtenir, de fa9on dirigee, xme 
modification de Pactivite « methionine-synthase » de la cystationine-y-synthase (EC 
30 4.2.99.9 ; GenBank AAN83320, ou AAA24167) en presence de methyl-mercaptan. 
Cette enzyme de la voie de biosynthese de methionine, codee par le g£ne metB chez 
E. coli (Fig. 2) et C. glutamicwn, presente une activite pour un large spectre de 
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substrate (Flavin, M. ; Slaughter, C. (1967) Enzymatic synthesis of homoserine or 
methionine directly from 0-succinyl-homoserine.Biochim. Biophys. Acta 132: 400- 
405). 

L'invention est aussi bas6e sur le fait que Ton peut obtenir, de fa9on dirigee, 
5 une modification de l'activite « methionine-synthase » de rO-ac6tyl-L-homos6rine 
sulfhydrolase (ou 0-ac6tyl-L-homos6rine sulfhydrylase, C 4.2.99,10) en presence de 
methylmercaptan. Cette enzyme de la voie de biosynth^se de methionine, codee par 
le g&ie metY chez C. glutamicum (Genbank AF220150), pr6sente une activity pour 
un large spectre de substrate (Smith IK, Thompson JF. (1969) Utilization of S- 
10 methylcysteine and methylmercaptan by methionineless mutants of Neurospora and 
the pathway of their conversion to methionine, n. Enzyme studies. Biochim Biophys 
Acta 184(1): 130-8). 

L'invention concerne done £galement un proc6de de preparation des souches 
selon Finvention et leur utilisation dans un procede de preparation d'un acide 2- 
15 amino-4-(alkylmercapto)butyrique de formule generale (I), de preference de la L- 
methionine. 

Le procede de preparation de souches selon rinvention consiste k obtenir, k 
partir d'une souche bacterienne initiale, ime souche bacterienne genetiquement 
modifiee presentant au moins une modification dans un gdne codant pour une 

20 enzyme k activite « methionine synthase », ledit precede comprenant une etape 
consistent k soumettre ladite souche bacterienne initiale k une pression de selection 
en presence du compose de formule (II) defini ci-dessus, afin de diriger une 
evolution dudit g£ne codant pour ladite enzyme k activite « methionine synthase » 
dans ladite souche bacterienne, vers un gene codant pour une enzyme k activite 

25 «methionine synthase » modifiee par rapport k ladite souche bacterienne initiale. 

Une activite « methionine synthase » est ameiioree dans la souche (A) de 
microorganisme par rapport k la souche (I) initiale lorsque la production de 
methionine dans les memes conditions de culture (dans un milieu contenant une 
quantite efficace de derive soufre de formule (II)) est superieure pour la souche (A) 

30 que pour la souche (I). Cette amelioration est preferentiellement observee par etude 
de la quantite de methionine produite. Dans certains cas, on peut observer cette 
amelioration par P augmentation du taux de croissance de la bacterie (A) par rapport 
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au taux de croissance de la bacterie (I), dans un milieu minimum ne contenant pas de 
methionine. 

La pr&ente invention concerne 6galement les souches k activity « methionine 
synthase » am61ior6e susceptibles d'etre obtenues par le precede de selection selon 
5 Pinvention et comprenant au moins un g&ne codant pour une enzyme k activite 
« methionine synthase » modifiee telle que definie pr6c6demment et ci-apr£s. 

Selon un premier mode de realisation de Pinvention, P enzyme k activite 
« methionine synthase » modifiee permet la conversion directe du substrat de 
formule generale (HI) en acide de formule generale (I). Dans ce cas, la source de 
10 soufire est un compose de formule generale (IT) pour laquelle R' represente le radical 
R definit precedemment 

L'enzyme k activite « methionine synthase » modifiee est choisie parmi les 
cystathionine-y-synthases et les acylhomoserine sulfhydrylases. 

Selon un deuxiSme mode de realisation de Pinvention, Penzyme k activite 
15 « methionine synthase » modifiee permet la conversion du substrat de formule 
generale (HI) en homocysteine de formule generale (IV) 

HS-(CH 2 ) 2 -CHNH 2 -COOH (IV) 
laquelle est ensuite transformee en acide de formule generale (I) par une 
enzyme appropriee. Dans ce cas, la source de source de soufire est un compose de 
20 formule generale (II) pour laquelle R' represente un atome d'hydrogdne, 
preferentiellement du sulfure d'hydrogene. La source de soufire EES peut-etre 
introduite dans le milieu de culture ou bien etre produite par la bacterie k partir dhine 
source de soufire simple, par exemples un sulfate. 

L'enzyme a activite « methionine synthase » modifiee est avantageusement 
25 choisie parmi les cystathionine-y-synthases et les acylhomoserine sulfhydrylases. 

L'homme de metier saura identifier d'autres g^nes codant des activites 
enzymatiques pouvant evoluer en activite « methionine synthase » ou en 
« homocysteine synthase » et saura adapter en consequence les modifications k 
apporter au microorganisme initial avant de le seiectionner. A titre d'exemple on 
30 citera les cysteines synthases A et B codees par les genes cysK et cysM chez les 
bacteries. 
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Pour les cystathiomne-y-synthases modifies d^finies prgc&iemment et ci- 
dessous, le substrat est avantageusement la 0-ac6tyl-L-homos6rine ou la O-succinyl- 
L-homos&ine , de preference la 0-succinyl-L-homos6rine. 

Pour les acylhomos£rine sulfhydrylases modifies d6firdes pr£c£demment et 
5 ci-dessous, le substrat est avantageusement la 0-succinyl-L-homos6rine ou la O- 
ac£tyl-I^homos6rine, de preference la O-acetyl-L-homoserine. 

Pour ces deux enzymes, la modification consiste essentiellement en une 
mutation de manure k ce que la transformation du substrat de formule generate (III) 
se fasse de mantere prefSrentielle avec le compost de formule generate (II) plutdt 
10 qu'avec la L-cysteine. 

La mutation des enzymes peut dtre obtenue par la raise en oeuvre du procede 
de preparation de souches k activite « methionine synthase » amelior^e selon 
rinvention par culture sous pression de selection en presence du compose de formule 
generate (II). 

15 Dans ce cas, le gdne comprenant la sequence codant pour la cystatbionine-y- 

synthase ou Pacylhomoserine sulfhydrylase est 

• soit un g£ne natif, present dans le genome de la souche initiale (I) oil il est 
exprime pour permettre la traduction de Fenzyme correspondante, 

• soit un g&ne heterologue comprenant une sequence codant pour une 
20 cystathionine-y-synthase ou une acylhomoserine sulfhydrylase, sous le controle 

d' elements de regulation pennettant son expression et sa traduction dans la 
souche initiale (I) ou il aura ete introduit 

La mutation peut 6galement Stre obtenue par mutag6n6se dirig^e, 

• soit directement sur le gene natif present naturellement dans la souche initiale (T), 
25 notamment par recombinaison homologue, 

• soit par des techniques usuelles de mutagenfese dirig6e sur des sequences codant 
pour une cystathionine-Y-synthase ou une acylhomoserine sulfhydrylase, 
introduite enstxite dans la souche initiale (I) sous le contrdle d' elements de 
regulation pennettant son expression et sa traduction dans ladite souche initiale 

30 (I) oil il aura 6t6 introduit 
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De tels elements de regulation sont bien connus de rhomme du metier, et 
comprennent des sequences de regulation promotrice, ou promoteurs, en particulier 
des promoteurs dits promoteurs forts constitutife chez les microorganismes. De 
preference, le promoteur fort constitutif est choisi parmi pTAC-O, pLAC-O, pTRC- 
5 O, pTHLA, promoteurs forts pour lesquels Foperateur lac a ete delete pour les rendre 
constitutife. 

De maniere avantageuse, les cystathionine-y-synthases « initiates » ou a 
activite « methionine synthase » non modifiee sont seiectionnees parmi les 
cystathionine-y-synthases correspondent au PFAM reference PF01053 et au COG 

10 reference CPG0626. 

De maniere preferentielle, la cystatMonine-y-synthase est la cystathionine-y- 
synthase de E. coli K12, representee sur la SEQ ID NO: 6, et les sequences 
homologues de cette sequence presentant une activite cystatWonine-y-synthase et 
comprenant au moins 80% d'homologie, preferentiellement 90% d'homologie, plus 

15 preferentiellement 95% d'homologie avec la sequence d'acides amines de la SEQ ID 
NO 6. 

Les moyens d'identification des sequences homologues et de leur 
pourcentages d'homologie sont bien connus de Phomme du metier, comprenant 
notamment le programme BLAST, et notamment le programme BLASTP, qui peut 
20 etre utilise k partir du site htto://www tichi.iilTn.nih < gov/BLAST/ avec les param^tres 
indiques par defaut sur ce site. 

Selon un mode preferentiel de realisation de Pinvention, la cystathionine-y- 
synthase initiale, avant modification, comprend xme sequence d'acide amines ci- 
dessous dans sapartie C-terminale (zone conservee 1) 
25 X1-X2-X3-L-G-X4-X5-X6-X7-X8-X9 
dans laquelle 

XI represente A,G,S, de preference A 
X2 represente E,VJP,T, de preference E 
X3 represente S,T,N, de preference S 
30 X4 represente G,D,A,H,T, de preference G 

X5 represente V,A,T,H,N, de preference V 
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X6 repr&ente E,R,K,F, de preference E 
X7 repr6sente S,T, de preference S 
X8 repr&ente L,I,V, A, de preference L et 
X9 repr6sente I,V,A>T, de preference L 
5 De manidre pr6f6rentielle, la cystatMonine-y-synthase k activity « methionine 

synthase » modifiee, selon Tinvention comprend la sequence d'acides amines 
suivante dans sa partie C-terminale : 

A-E-S-L-G-G-V-E-S 
De manidre avantageuse, la cystathionine y-synthase initiate, avant 
10 modification, comprend egalement au moins une sequence d'acide amines ci-dessous 
dans sa partie N-tenrrinale (zone conserve 2) : 

X10-X11-Y-X12-R-X13-X14-X15-X16-X17-X18 
dans laquelle 

X10 repr&sente A, H,Y,F,L,K, de preference A 
15 XI 1 repr&ente Y, E,D,K,R,V,I, de preference Y 

X12 reprSsente S >A 9 TJ? 9 G 9 de preference S 

X13 repr&ente I,S,T,R,E,F,W,D, de preference S 

X14 repr6sente S,G,A,I,E»N^C,P, de preference G 

XI 5 reprSsente N,H,Q,S, de preference N 
20 XI 6 repr6sente P,D,L, de preference P 

X17 repr6sente T,M,N,G 5 S, de preference T et 

XI 8 repr6sente R,L,V,S,W3, de preference R. 

Les acides amines XI k X9 correspondent aux residus 324 k 334 de la 
sequence de cystathionine y-synthase de E. coli K12, represents sur la SEQ ID NO 6. 
25 Les acides amines XI 0 a XI 8 correspondent aux r6sidus 44 k 54 de la 

sequence de cystathionine y-synthase de E. coli K12, represents sur la SEQ ID NO 6. 

Les positions des acides amines employees ci-dessus et ci-apres sont 
entendues comme 6tant des positions relatives faites par reference a la sequence de 
cystotMonine-y-synthase de E. coli K12. L'homme du m6tier saura bien entendu 
30 retrouver les acides amines correspondants sur d'autres sequences de cystathionine- 
y-synthases, par Pemploi d'outils usuels d'alignement de sequences. On citera 
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notamment le programme BLAST, qui peut etre utilise k partir du site 
http://ww w.Tichi rilm. Tiih. gov/BLAST/ avec les param&res indiqu6s par dSfaut sur ce 
site. L'alignement de sequence pourra 6tre effectu6 tant au niveau de la proline 
(SEQ ID NO 6) que de sa sequence codante, comme par exemple la sequence 
5 codante representee sur la SEQ ID NO 5. 

On peut aussi avantageusement utiliser la recherche avanc£e de BlastP en 
aflBnant la recherche avec un motif (PHI-BLAST), Dans ce cas on pourra prendre le 
motif [AGS]-[EVFT]-[STN]-L- 

[IVAT] pour une premiere zone conserve et le motif x(2)-Y-[SATPG]-R-x(2)- 
10 IOTQS]-[PDL]-ITMNGS]"[ RLVSWE] pour une deuxi&ne zone consent ob les 

lettres indiqu6es en gras correspondent aux acides amines majoritairement present k 

cette position dans la sequence, et oil x correspond k n'importe quel acide amine. Le 

chiffre 2 entre parenthfcse signifie qu'il y a deux acides amines indetermin6s. 

Pour Talignement des sequences, on peut utiliser les programmes 
15 CLUSTALW (http://www.ebi.ac.uk/clustalwA ou MULTALIN 

( flittp://prodes.toulouse.ii^ avec les param&res 

indiqu6s par d6faut sur ces sites. 

Un tel alignement de sequences est represents sur la figure 7 pom: une 

selection de diffSrentes cystathionine-y-synthases. 
20 Elles sont de preference choisies parmi les cystathionine-y-synthase (CGS) 

suivantes : 

Q9ZMW7 O-succinylhomoserine (Thiol)4yase, Helicobacter pylori 
P46807 O-succinylhomoserine (Thiol)-lyase, Mycobacterium leprae 
AA029646 Xylella festidiosa Temeculal 
25 NP_638204 Xanthomonas campestris pv. campestris str. ATCC 33913 
NP_358970 Streptococcus pneumoniae R6 

NP_126586 O-succinylhomoserine (Thiol)-lyase, Pyrococcus abyssi 
NP_373671 Staphylococcus aureus subsp. aureus N315 
NP_418374 [Escherichia coliK12 
30 NP_601979 Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 

NP_343729 O-succinylhomoserine (thiol)-lyase, Sulfolobus solfataricus 
NP_786043 O-succinylhomoserine (thiol)-lyase, Lactobacillus plantarum WCFS1 
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NPJ719586 ShewanellaoneidensisMR-1 
CAD30944 Streptomyces coelicolor A3(2) 
NP_696324 Bifidobacterium longum NCC2705 
NP_457953 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhi 
5 NP_539021 Brucella melitensis 

EAA30199 O-succinylhomoserine (Thiol)-lyase, Neurospora crassa 
BAC61028 Vibrio parahaemolyticus. 

De preference, la cystatMonine-y-synthase modifiee telle que definie 
pr6c6demment, comprend au moins une mutation dans sa partie C-terminale, et/ou au 
10 moins une mutation dans sa partie N-terminale. 

Par mutation, on entend selon Pinvention la substitution d'un acide amine de 
la sequence native par un acide amine different 

De preference, la mutation consiste k remplacer un acide amine acide, lequel 
interagit avec le co-substrat cysteine pour Tenzyme non modifiee, par un acide amine 
15 apolaire, seiectionne parmi les r&idus glycine, alanine, leucine, isoleucine, valine, 
phenylalanine ou methionine, 

Ces acides amines peuvent etre identifies par reference k la structure 
cristalline de la cystefhionine-y-synthases de E. coli 9 d£crite par Clausen & al. 
(EMBOJ, VoL 17, No. 23, pp 6827-6838, 1998). 
20 De manure avantageuse, la mutation dans la partie C-terminale est introduite 

parmi les acides amines acides de la « zone conserve 1 » telle que definie ci-dessus, 
en particulier au niveau du r£sidu X2. 

La cystathionine-y-synthase a activity « methionine synthase » modifiee selon 
rinvention comprend avantageusement la sequence d'acides amines suivante dans sa 
25 partie C-terminale : 

X1-X2-X3-L-G-X4-X5-X6-X7-X8-X9 

dans laquelle 

XI, X3, X4, X5, X6, X7, X8 et X9 sont definis ci-dessus, et 
X2 repr6sente G,A,L,I,V,F,M, de preference A. 
30 De manure avantageuse, la mutation dans la partie N-terminale est introduite 

parmi les acides amines acides de la « zone conservee 2 » telle que definie ci-dessus, 
en particulier au niveau du residu XI 1 et/ou R et/ou X13. 
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De mani&re pr6fSrentielle, la cystathionine-y-synthase k activity « methionine 
synthase » modifiee, selon l'invention comprend la sequence d'acides amines 
suivante dans sa partie C-terminale : 

A-A-S-L-G-G-V-E-S 

5 La cystathionine-y-synthase k activit6 « methionine synthase » modifiee selon 

Tinvention peut comprendre avantageusement la sequence d'acide amines suivante 
dans sa partie N-tenninale : 

X10-X11-Y-X12-X19-X13-X14-X15-X16-X17-X18 
dans laquelle 

10 X7, X9, X12, X14, X15, X16, X17 et X18 sont definis ci-dessus, 

XI 1 est defini ci-dessus ou repr^sente un acide amine apolaire, 
X13 est defini ci-dessus ou repr6sente un acide amine apolaire, 
XI 9 est defini ci-dessus ou represente xm acide amine apolaire, et 
Tun au moins de XI 1, XI 3 et XI 9 repr6sente un acide amine apolaire tel que 
1 5 defini pr^c6demment 

Selon un mode preferential de realisation de l'invention, la cystathionine-y- 
synthase a activity « methionine synthase » modifiee est ime cystathionine-y-synthase 
telle que definie precedemment, modifiee pour permettre la conversion directe de la 
O-succinyl-L-homoserine en L-methionine avec le methyl-mercaptan comme source 
20 de soufre (compost de formule generate (II) dans lasquelle R represente le methyle). 

Selon un mode de realisation preferentiel de Tinvention, la cystathionine-y- 
synthase k activite « methionine synthase » modifiee comprend la sequence d'acides 
amines representee sur la SEQ ID NO 8. Une sequence d'ADN codant pour cette 
enzyme modifiee est representee sur la SEQ ID NO 7. 
25 La presente invention conceme egalement les cystathionine-y-synthases 

modifiees telles que definies ci-dessus ainsi que les sequences d'acide nucieique 
codant pour ces cystathionine-y-synthases modifiees, notamment les sequences 
isoiees, en particulier les sequences d'ADN et notamment la sequence representee 
sur la SEQ ID NO 7, les vecteur de clonage et/ou d'expression comprenant les dites 
30 sequences, en particulier les vecteurs comprenant lesdites sequences d'acide 
nucieique sous le controle d'eiements de regulation necessaires k l'expression et la 
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transcription de la cystathionine-y-synthase modifi6e dans un organisme hote et les 
organismes hotes traosformes avec lesdits vecteurs. 

De maniSre avantageuse, les acylhomos£rine sulfhydrylases « initiales » ou k 
activity « methionine synthase » non modifiee sont chosies parmi les acylhomoserine 
5 sulfhydrylases correspondant au PFAM reference PF01053 et au COG reference 
COG2873. 

EUes sont de preference choisies parmi les acylhomoserine sulfhydrylases 
suivantes : 

NPJ785969 O-acetylhomoserine (thiol)-lyase, Lactobacillus plantarum WCFS1 
10 AAN68137 O-acetylhomoserine sulfhydrylase, Pseudomonas putida KT2440 

NP_599886 O-acetylhomoserine sulfhydrylase, Corynebacterium glutamicum 
ATCC 13032 

NPJ712243 acetylhomoserine sulfhydrylase, Leptospira interrogans serovar lai str. 
56601 

15 BAC46370 O-succinylhomoserine sulfhydrylase, Bradyrhizobium japonicum 
USDA110 

AA057279 O-succinylhomoserine sulfhydrylase, Pseudomonas syringae pv. tomato 
str. DC3000 

NP_284520 O-succinylhomoserine sulfhydrolase [Neisseria meningitidis Z2491 
20 AAA83435 O-succinylhomoserine sulfhydrylase (P. aeruginosa) 

Selon un mode pr^f&rentiel de realisation de Finvention, la modification de la 
voie de biosynthdse de la methionine n£cessite dans un premier temps de modifier 
g6n6tiquement la bacterie initiate. La modification implique necessairement 
Tattenuation d'au moins un gSne et 6ventuellement le clonage d'au moins un g£ne 
25 het&rologue. L'attenuation du g&ne doit rendre la bacterie d6pendante de la 
restauration d'une voie m&abolique equivalente afin de permettre sa croissance. La 
bacterie gen6tiquement modifiee est cultiv6e et Ton selectionne la ou les souches 
bacteriennes dont le taux de croissance s'ameliore en presence ou non d'un co- 
substrat exog£ne. 

30 Le proc£d6 de preparation de souches selon Pinvention consiste k obtenir, k 

partir d'une souche bacterienne initiale, une souche bacterienne genetiquement 
modifiee pr^sentant au moins une modification dans un gene codant pour une 
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enzyme k activity « methionine synthase » (e.g. MetE chez E. coli) ou 
« homocysteine synthase » (e.g. MetC chez E. coli), ledit proc6d6 comprenant une 
etape consistant k soumettre ladite souche bacterienne initiale k une pression de 
selection en presence de la source de soufre definie ci-dessus, afin de dinger une 
5 Evolution d'au moins un g£ne (e.g. metB chez E. coli) dans ladite souche bacterienne, 
afin de restaurer une activity « methionine synthase » ou « homocysteine synthase » 
dans la souche evoluee ; cette restauration d' activite n'etant pas li6e k une reversion 
de la modification realisee. 

L'invention concerne done egalement une souche k activite « methionine 
10 synthase » ameiioree qui comprend ime inactivation d'au moins un g£ne endog&ie 
implique dans la voie de biosynthese habituelle de la meMonine. 

Dans un mode de realisation prefer, la souche bacterienne comprend une 
inactivation d'au moins un gdne endog&ie choisi parmi metB, metJ, metC, metB, 
metH. 

15 Dans un mode prefer duplication de Pinvention, ladite modification de la 

souche initiale, que Ton retrouve dans la souche k activite « methionine synthase 
ameiioree », notamment E. coli, consiste & inactiver Pactivite methionine-synthase 
native (codee par le gbne metB chez E. coli) puis k cultiver ledit microorganisme 
modifie obtenu sur un milieu defini depourvu de methionine, S-adenosylmethionine, 

20 homocysteine et cystathionine mais en presence de methylmercaptan (co-substrat 
exog&te), ou de Tun de ses sels, et de seiectionner un microorganisme evolue 
caracterise en ce que Pactivite methionine-synthase de la cystathionine y-synthase se 
soit fortement ameiioree, en presence de methylmercaptan, au point de remplacer 
Pactivite initialement inactivee. Dans ce mode d'application de Pinvention il est 

25 important de noter que le milieu utilise pour seiectionner le microorganisme evolue 
est identique au milieu sur lequel pousse le microorganisme initial (e'est k dire non 
modifie) ; seul un co-substrat (e.g. alkylmercaptan) est ajoute. Selon un mode 
preferentiel de realisation de Pinvention, la souche bacterienne seiectionnee 
comprenant le microorganisme evolue selon Pinvention, est une souche de E. coli, 

30 plus preferentiellement la souche E. coli K183, deposee sous le numero 1-3005, le 2 
avril 2003 k la Collection Nationale de Culture et Microorganismes (CNCM), 25 rue 
du Docteur Roux, 75724 "Paris CedexlS, France, selon les dispositions du traite de 
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Budapest. Cette souche comprend un g£ne exprimant une cystattaonine-y-synthase 
modifiee, F enzyme comprenant la mutation E325A, et une inactivation du g£ne 
metB. 

Dans un mode particulier duplication de cette invention, il est aussi possible 
5 d'utiliser des souches ayant en plus les deletions metC et/ou metK et/ou met! pour 
obtenir les souches k activity « methionine synthase » am61ioree correspondante. 

Dans un second mode tout aussi pr6fere d'application de Finvention, ladite 
modification de la souche initiate, notamment E. coli, consiste k inactiver Factivite 
cystathionine-P-lyase (codee par le g&ae metC chez E. coli) puis k cultiver ledit 

10 microorganisme modifie obtenu sur un milieu d^fini depourvu de methionine, S- 
adenosylmethionine, homocysteine et cystathionine puis de seiectionner un 
microorganisme evolue caracterise en ce que Factivite homocysteine-synthase de la 
cystathionine y-synthase se soit fortement ameiioree, en presence d'H2S endogene, 
au point de remplacer Factivite initialement inactiv6e. Dans ce mode d'application 

15 de Finvention il est important de noter que le milieu utilise pour seiectionner le 
microorganisme evolue est identique au milieu sur lequel pousse le microorganisme 
initial (c'est k dire non modifie). Dans un mode particulier de cette application, il est 
aussi possible d'ajouter dans le milieu du NaSH. Dans un autre mode particulier de 
cette application il est possible d'utiliser une souche qui presente en plus au moins 

20 une mutation prise parmi mefEL et/ou metJ. 

Dans un troisieme mode tout aussi prefer duplication de Finvention, ladite 
modification de la souche initiate, notamment E. coli, consiste k inactiver les 
activites succinyl-homoserine (codee par le gene metB) et methionine-synthase 
native (codee par le gfene metB chez E. colt) puis a introduire Factivite acetyl- 

25 homoserine sulfhydrylase (codee par le gene metY de C. glutamicum) et k cultiver 
ledit microorganisme modifie obtenu sur un milieu defini depourvu de methionine, 
S-adenosylmethionine, homocysteine et cystathionine mais suppiemente en 
methylmercaptide de sodium afin de seiectionner un microorganisme evolue 
caracterise en ce que Factivite methionine-synthase portee par Facetyl-homoserine 

30 sulfhydrylase (METY) se soit fortement ameiioree, en presence de methylmercaptide 
de sodium, au point de remplacer Factivite methionine-synthase initialement 
inactivee. Dans ce mode duplication de Finvention il est important de noter que le 
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milieu utilise pour selectionner le microorganisme 6volu6 est identique au milieu sur 
lequel pousse le microorganisme initial (c'est k dire non modifie) ; seul un co- 
substrat (e.g. methylmercaptan) est ajoute. Dans un mode particulier de cette 
application il est possible d'utiliser une souche qui pr6sente en plus au moins une 
5 mutation prise parmi metH et/ou metJ et/ou metC. 

Une mutation du gfene metJ a 6t6 propos6e dans JP 2000157267-A/3, pour 
produire une quantite superieure de methionine (voir aussi GenBank E35587). Ce 
g&ne code pour une proteine de repression des g£nes met B, E, L, J et R (chez 
Salmonella typhimurium). Son inactivation ou sa modification permet de diminuer le 

10 retrocontrdle par la methionine. 

Le gSne metC (GenBank M12858), code la cystathionine-P-lyase (EC 
4.4.1.8), les gfcies metE (GenBank AE000458) et metH (GenBank J04975) codent la 
methionine synthase (EC 2.1.1.13). La methionine est un acide amine essentiel k la 
vie cellulaire. L'inactivation d'un ou plusieurs de ces g£nes revient k supprimer la 

1 5 voie habituelle de biosynth&se de la methionine. 

En utilisant les references donnees sur GenBank pour ces g£nes qui sont bien 
connus, Thomme du metier est capable de determiner les genes equivalents dans 
d'autres souches bacteriennes qu'i?. coli. Ce travail de routine est avantageusement 
efiFectue en utilisant les sequences consensus pouvant etre determinees du feit de la 

20 synthase de ces gdnes pour d'autres microorganismes, et en dessinant des sondes 
degenerees permettant de doner le gdne correspondant dans un autre organisme. Ces 
techniques de routine de biologie moieculaire sont bien connues dans Tart et sont 
decrites par exemple dans Sambrook et al. (1989 Molecular cloning: a laboratory 
manual. 2 nd Ed. Cold Spring Harbor Lab., Cold Spring Harbor, New York.). 

25 La souche a activite « methionine synthase » modifiee selon Finvention 

comprenant une enzyme k activite « methionine synthase » modifiee definie ci- 
dessus comprend de preference au moins une inactivation du gene metE et/ou metH, 
et/ou du gene metC 9 et/ou du gene metB. 

Lorsque F enzyme k activite « methionine synthase » modifiee definie ci- 

30 dessus permet d'effectuer la conversion directe du substrat de formule generale (III) 
en acide de formule generale (I), la souche selon Finvention comprend 
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avantageusement au mois me inactivation du g&ae metE et/ou metH et/ou metB, de 
preference au moins une inactivation du g£ne metE. 

Lorsque Fenzyme k activity « methionine synthase » modifiee definie ci- 
dessus permet d'effectuer la conversion du substrat de fonnule generate (HI) en 
5 homocysteine de fonnule generate (IV) 

HS-(CH 2 )2-CHNH 2 -COOH (IV) 
laquelle est ensuite transformee en acide de fonnule generate Q) par une 
enzyme appropri^e, la souche selon Finvention comprend au moins une inactivation 
du g£ne metC et/ou metB. Elle peut egalement comprendre une inactivation du g&ne 
10 metE et/ou metH endogene. Dans ce cas, Factivite methylase associee aux g£nes 
metE et/ou metB. est restaur6e par Introduction d'un g£ne codant pour une enzyme 
ayant la mSme activity Cette enzyme peut avoir 6te selectionn6e et/ou modifiee pour 
permettre une amelioration des rendements de synthese des acides amines de fonnule 
generate (I). 

15 Dans un mode de realisation, ladite souche bacterienne peut comprendre 

egalement une modification de Factivite homoseriiie O-acyltransferase porte par le 
g^ne metA afin de lui conferer au choix une activite homoserine O- 
succinyltransferase (EC 2.3.1.46) ou homoserine O-acetyltransferase (EC 2.3.1.11). 
Dans un mode particulier, on pourra remplacer ou modifier le g£ne metA de 

20 E. coli, codant Fenzyme possedant Factivite homoserine O-succinyltransferase 
(Genbank AAN83396), afin d'obtenir une activite homoserine O-acetyltransferase. II 
est connu de Fhomme du metier que cette activite est codee par le g£ne metA de C. 
glutamicum (Genbank AF052652). Les protocoles permettant de remplacer le gene 
metA de E. coli par le gdne metA de C. glutamicum, ou de modifier la sequence de 

25 metA de E. coli afin d'obtenir une activite homoserine O-acetyltransferase au lieu 
d'une activite homoserine O-succinyltransferase sont connus de Fhomme du metier. 

De mantere similaire on peut remplacer ou modifier le g£ne metA de C. 
glutamicum, codant une activite homoserine O-acetyltransferase, afin d'obtenir une 
activite homoserine O-succinyltransferase. 

30 Toutes les modifications mentionnees ci-dessus peuvent Stre effectives 

directement sur la souche objet de la pression de selection, lorsque le procede selon 
Finvention est mis en oeuvre. Alternativement, il est preferable de mettre en ceuvre le 
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proc6d6 de criblage selon Pinvention sur une souche ne pr6sentant qu'un nombre 
restreint de modifications, d'obtenir une souche pr&entant une activity « methionine 
synthase » en presence du compost de formule (II), en particulier de methyl- 
mercaptan, et d'effectuer alors d'autres modifications telles que mentionnfes, afin 
5 d'augmenter le 'bypass* de la voie classique de synthase de la meihionine. 

L'homme du metier connait les protocoles permettant de modifier le caract&re 
gen^tique de microorganismes. La surexpression d'un gdne peut Stre effective par 
changement du promoteur de ce gbne in situ, par un promoteur fort ou inductible. De 
fa$on alternative, on introduit, dans la cellule, un plasmide r6plicatif (simple ou 
10 multicopies) dans lequel le g£ne que Ton desire surexprimer est sous le controle du 
promoteur adequat 

L'inactivation d'un g£ne se fait preferentiellement par recombinaison 
homologue. Le principe d'un protocole en est rapped bri^vement : on introduit dans 
la cellule un fragment lin^aire, obtenu in vitro, comprenant les deux regions 

15 flanquant le g£ne, et au moins un gdne de selection entre ces deux regions 
(g£n6ralement un g£ne de resistance & un antibiotique), ledit fragment lineaire 
presentant done un gene inactive. On seiectionne les cellules ayant subi un 
evenement de recombinaison et ayant integre le fragment introduit par etalement sur 
milieu seiectif On seiectionne ensuite les cellules ayant subi un evenement de double 

20 recombinaison, dans lesquelles le gene natif a ete remplace par le gene inactive, Ce 
protocole peut etre ameiiore en utilisant des syst&nes de selections positive et 
negative, afin d'acceierer la detection des evenements de double recombinaison. 

Dans un mode de realisation prefere, ladite souche bacterienne est une souche 
d'E. coll 

25 Dans un autre mode de realisation, ladite souche bacterienne est une souche 

de Corynebacterium, en particulier C. glutamicum. 

Selon un mode preferentiel de realisation de rinvention, la souche 

bacterienne est la souche E. coli K183, deposee a la CNCM le 2 avril 2003 sous le 

numero 1-3005. Cette souche comprend un g£ne exprimant une cystathionine-y- 
30 synthase modifiee, Penzyme comprenant la mutation E325A, decrite precedemment 

et une inactivation du g£ne metE. 
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Les souches de microorganismes selon Pinvention possSdent une enzyme 
cystafhionine-y-synthase et/ou Pacylhomoserine sulfhydrylase ; elles sont de 
preference s61ectionn6es et am61ior6es par un proced6 de criblage et devolution, qui 
est aussi un objet de Pinvention. Les souches selon Pinvention peuvent 6galement 
5 etre gen^tiquement modifies (c'est-&-dire presenter une inactivation, une mutation 
et/ou la suractivation d'au moins un gene endog&ne), la modification etant efifectu6e 
pr^alablement ou non k la mise en oeuvre du procedS de criblage. 

Afin d*acc616rer la selection et Involution dirig£e des souches pour la 
production de methionine en presence de compost de formule (E), en particulier de 
10 methyl-mercaptan, on peut effectuer les operations ci-dessous. Le procede est d6crit 
pour le methyl-mercaptan. Toutefois, Phomme du metier saura Padapter avec tout 
autre compose de formule (II), en particulier PH2S. 

a. Coupler la biosvnth&se de la molecule d'interet k la croissance du 
microorganisme de telle sorte que la production de cette molecule est necessaire pour 
15 une bonne croissance du microorganisme 

Pour cette raison on peut faire le choix de detruire le g£ne metB codant la 
methionine-synthase qui produit la methionine k partir d'homocysteine. Ce faisant la 
souche devient auxotrophe pour la methionine. 

Le microorganisme, pour vivre en milieu minimum contenant une source de 
20 carbone simple et du methylmercaptan ou methylmercaptide de sodium, doit done 
optimiser la voie de synthase de la L-methionine k partir de PO-acyl-L-homoserine 
et du methylmercaptan ou methylmercaptide de sodium. Une modeiisation 
informatique montre que dans ces conditions il est possible de doubler les 
rendements theoriques en methionine (Tableau 1). 



Rendements 
biomasse 


Rendements 
methionine 8 
Yp/s(g.g X ) 


Rendements 
methionine 11 


0 


0,36 


0,74 


0,11 


0,30 


0,62 


0,28 


0,21 


0,42 


0,44 


0,12 


0,24 


0,61 


0 


0 



25 Tableau 1 : rendements theoriques maximums pour la production de methionine (g 
de produit/g de glucose) par E. coli dans le cas d'une fermentation sur glucose (a) et 
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d'une fermentation sur glucose et methyl-mercaptan (b) avec un rendement en 
biomasse constant (cultures continues). 

Cependant, lorsque Ton souhaite produire un acide 2-amino-4- 
(alkylmercapto)bu1yrique different de la ^methionine, il est n6cessaire de 
5 suppl&nenter le milieu en methionine pour permettre la croissance du 
microorganisme. 

b, Supprimer les relations, notamment les retro-inMbitions soit au niveau 
des enzymes, soit au niveau des genes afin que la voie de biosvnthSse principale soit 
potentialis6e 

10 On peut ainsi supprimer le g£ne metS codant une proteine represseur. Par 

ailleurs, il a 6t6 montre que l'homoserine trans-succinylase, codee par le g&ne metA 9 
etait r6tro-inhib6e par la methionine et la S-ad6nosylmethionine (Taylor et al., 1966, 
J. BioL Chem., 241 : 3641-3642), II est done souhaitable de remplacer cette enzyme 
par une enzyme insensible h la retro-inhibition (Chater et al, 1970, J, Gen. Microbiol. 

15 63: 121-131). 

Un autre objet de l'invention est un test de criblage-identification permettant 
d'obtenir un microorganisme produisant de l'acide 2-amino-4- 
(alkylmercapto)butyrique, notamment la L-methionine, en metabolisant un compose 
soufre de formule generate (IT), en particulier un alkyl-mercaptan ou l'H2S, 

20 notamment le methyl-mercaptan. 

Ainsi, la presente invention permet d'identifier des souches pr6sentant des 
mutations dans leur genome, lesdites mutations permettant 1' assimilation du compose 
de formule (II) par ladite souche, et la production dudit acide amine de formule (I). 
Lesdites modifications induisent done une modification/augmentation de l'activite 

25 « methionine synthase » de ladite souche. On peut alors accel6rer la production de la 
souche produisant de la methionine de fa9on autonome k partir d'une source de 
carbone simple et de compose de formule (II). 

Un autre objet de l'invention est done un procede de criblage d'une souche 
bacterienne initiale, 6ventuellement g£n£tiquement modifiee, poss^dant un g£ne 

30 codant pour une enzyme cystathionine-y-synthase ou acylhomos£rine sulfhydrylase, 
en vue d'obtenir une souche bacterienne g&ietiquement modifiee produisant un acide 
amin6 de formule (I), en particulier de la L-methionine, et presentant une 
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modification dans le g&ie de ladite enzyme, induisant une modification de FactivitS 
« methionine synthase » en presence d'un compose soufre de formule (II), pr^sentant 
l'etape consistant k soumettre ladite souche bacterienne k une pression de selection 
en presence du compose de formule (II), afin de diriger une Evolution du g£ne codant 
5 pour ladite enzyme cystathionine-y-synthase ou acylhomoserine sulfhydrylase, dans 
ladite souche bacterienne, ladite Evolution consistant en une mutation pour leur 
permettre de r6aliser de manidre preffirentielle la conversion directe du substrat de 
formule g^nerale (IE) en acide amine de formule generate (I) ou en homocysteine de 
formule g&ierale (IV). 

10 Ladite souche bacterienne initiale pr6sente eventuellement une inactivation 

et/ou une suractivation, notamment par insertion d'un promoteur fort constitutif, d'au 
moins un gdne endogdne. 

L'invention se rapporte egalement k une souche bacterienne pr&entant une 
modification dans le g&ne de 1'enzyme cystathionine-y-synthase et/ou dans le gdne de 

15 1'enzyme acylhomoserine sulfhydrylase, induisant une augmentation de l'activite 
« methionine synthase » de ladite enzyme en presence du compose de formule (II), 
en particulier de methyl-mercaptan. Une telle souche peut egalement presenter au 
moins une autre modification g6n6tique, (inactivation, mutation ou surexpression 
d'un g£ne endogdne), telle que mentionn^e ci-dessus. 

20 La souche selon l'invention est de preference susceptible d'etre obtenue par 

un procede selon 1'invention, et en particulier est obtenue par le precede selon 
1'invention. 

L'invention se rapporte Egalement a un procede de preparation d'un acide 2- 
ainino-4(alkylmercapto)butyrique de formule (I) definie ci-dessus, dans lequel on 

25 cultive un microorganisme k activite « methionine synthase » modifi6e telle que 
d&fini pr^cedemment, en presence d'un compose soufre de formule generale (IT) dans 
un milieu approprie, ledit milieu approprie comprenant une source de carbone simple 
telle que definie precedemment. De preference, ledit acide amine de formule (I) est la 
methionine, plus pref£rentiellement ^methionine, et ledit compose soufre de 

30 formule (II) est le methyl-mercaptan ou l'H2S. 
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Selon l'invention, les teimes « culture » et « fermentation » sont employes 
indifferemment pour designer la croissance de la bacterie sur un milieu de culture 
approprie comprenant une source de carbone simple. 

La definition des conditions de culture des microorgaoismes selon ^invention 
5 (fermentation) est k la port6e de Fhomme du metier. On fermente notamment les 
bacteries k une temperature comprise entre 20°C et 55°C, de preference entre 25°C et 
40°C, plus particulierement d'environ 30°C pour G glutamicum et d'environ 37°C 
povxE. coli. 

La fermentation est generalement conduite en fermenteurs avec un milieu 
10 mineral de culture de composition connu defini et adapte en fonction des bacteries 

utilisees, contenant au moins une source de carbone simple ainsi que du compose 

soufre de formule (IT). 

En particulier, le milieu mineral de culture pour E. coli pourra ainsi etre de 

composition identique ou similaire k un milieu M9 (Anderson, 1946, Proc. Natl. 
15 Acad Set USA 32:120-128), un milieu M63 (Miller, 1992; A Short Course in 

Bacterial Genetics: A Laboratory Manual and Handbook for Escherichia coli and 

Related Bacteria, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New 

York) ou un milieu tel que defini par Schaefer et ah (1999, Anal. Biochem. 270 : 88- 

96). 

20 De mani^re analogue, le milieu mineral de culture pour G glutamicum pourra 

ainsi etre de composition identique ou similaire au milieu BMCG (Liebl et al., 1989, 
Appl Microbiol. BiotechnoL 32: 205-210) k un milieu tel que defini par Riedel et al 
(2001, J. Mol. Microbiol. BiotechnoL 3: 573-583). 

Les milieux peuvent etre suppiementes pour compenser les auxotrophies ; ils 

25 contiennent une concentration en carbone simple adaptee en fonction du mode de 
culture et de production, ainsi que du compose soufre de formule (II) en 
concentration adaptee en fonction de revolution de la souche et du mode de 
production retenu. 

Apres fermentation, 1'acide amine de formule (I) est recupere selon les 
30 methodes usuelles, et le cas echeant, purifie. 

Les techniques de recuperation puis de purification des acides amines de 
formule (I) dans les milieux de culture sont bien connues de Fhomme du metier. 
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La pr6sente invention concerne egalement un proc6d6 de preparation d'un 

acide 2-amino^(alkylmercapto)butyrique de formule (I) defini pr6c6demment, dans 

lequel on fait rSagir substrat derive de formule gen6rale (ID) 

R ,, -0-(CH 2 ) 2 -CHNH2-COOH (III) 
5 dans laquelle R" repr6sente un radical acyle, de preference choisi parmi le 

radical succinyle ou le radical acetyle, 

avec une enzyme k activity « methionine synthase » modifiee telle que definie 

precedemment, dans un milieu r^actionnel approprie comprenant un compose soufre 

de fonnule g6n6rale (II) defini precedemment. 
10 Le milieu r6actionnel approprie est un milieu usuel de reaction enzymatique, 

bien connu de Phomme du metier, en particulier un milieu aqueux dans lequel les 

substrats et Penzyme sont en solution ou en suspension. Les conditions de mise en 

oeuvre de la reaction sont bien connues de Phomme du metier, afin notamment 

d'Sviter une d6naturation substantielle de Penzyme. 
15 Selon un mode particulier de realisation de Pinvention, Penzyme k activite 

« methionine synthase » modifiee est pr6sente dans une bact&ie inactivee ou dans un 

extrait cellulaire. 

Selon un autre mode particulier de realisation de Pinvention, Penzyme k 
activity « methionine synthase » modifiee est une enzyme purifiee. 

20 DM. Voie de biosvnth&se de la cysteine 

La presente invention se rapporte egalement au domaine de la bioconversion 
et d'obtention decides amines par fermentation de microorganismes. Elle se rapporte 
k une methode de criblage et d' evolution dirigee permettant d'identifier une souche 
de microorganisme, eventuellement genetiquement modifie, possedant une enzyme k 

25 activite « cysteine synthase modifiee », en particulier une O-acyl-L-homoserine 
sulfhydrolase modifiee, ladite souche produisant de la L-cysteine ou un acide amine 
derive par metabolisme d'une source de carbone simple. L'invention concerne 
egalement la souche de microorganisme et xm precede de preparation de la L- 
cysteine, ou acide amine derive, par culture de ladite souche de microorganisme. 

30 La cysteine peut-etre produite en utilisant des moyens trds varies et des 

sources differentes. Ainsi Sun-Orient Chemical Co., Ltd., extrait la L-cystine k partir 
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des cheveux hydrolysis en presence d'HCL La L-cystine est alors convertie en L- 
cysteine monohydrochloride en utilisant un proc&te d'Slectrolyse. 

La DL-cyst6ine monohydrochloride pent etre produite par le proc6d6 de 
Strecker (reaction de la L-cystine en presence d'ammonium, d'HCN et de 
5 mercaptaldehyde). 

La reaction de Bucherer-Berg, dans laquelle sont mis en pr6sence du 
chloroacetaldehyde, de l'HCN, du bicarbonate d' ammonium et du sulfide de sodium, 
permet aussi de produire de la L-cyst6ine. La L-cysteine 6tant alors cristallis6e sous 
sa forme monohydrochloride par reaction dans une solution d'acide chlorhydrique. 

10 La production de la cysteine par voie enzymatique ou par byconversion en 

utilisant la tryptophane synthase pour catalyser la reaction entre une alanine 
substitute en position b6ta et un sulfide a 6t6 decrite dans les demandes de brevet GB 
2 174 390 et EP 0 272 365. De meme, la production de cysteine par fermentation de 
microorganismes a 6t6 d6crite dans les demandes de brevet EP 0 885 962, WO 

15 01/27 307 et WO 97/15 673 qui d&rivent respectivement une optimisation de 
Pexcr6tion de la cysteine synth6tis6e par les microorganismes, la surexpression du 
gSne CysB pour optimiser la production d'H2S, et une serine acetyl transferase 
insensible k la r&ro-inhibition Par la cysteine, 

L'application de Tinvention peut aussi se faire par exemple sur la voie de 

20 biosynth&se de la cysteine (figure 4) et permet d'obtenir des souches de 
microorganismes 6volu6s, en particulier des bact&ies, notamment E. coli et les 
coryn6bact6ries, produisant de Facide 2-amino--4-(alkylmercapto)propioiiique de 
formule g6nerale (V) 

R-S-CH2-CHNH2-COOH (V) 
25 dans laquelle R est d6fini pr^cedemment pour le compost de formule 

gen&ale (I) 

par m6tabolisme d'une source de carbone simple et d'une source de soufre 
comprenant un compose de formule generate (II) : 

R'-SH(II) 

30 d6finie pr£c6demment, 

lesdites souches prSsentant au moins un g£ne codant pour une enzyme mut6e 
k activit6 « cysteine synthase 6volu6e ». 
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Par sel physiologiquement acceptable, on entend selon Pinvention les sels du 
compose de formule generale (I) qui n'affectent pas le metabolisme et la capacity de 
croissance de la souche de microorganisme selon Finvention, notamment les sels de 
mitaux alcalins comme le sodium. 
5 Selon un mode pr6fSrentiel de realisation de Pinvention, R repr&ente un 

radical alkyle lineaire ou ramifie comprenant de 1 k 4 atomes de carbone, en 
particulier choisi parmi les radicaux methyle, ethyle, n-propyle, i-propyle, n-butyle, 
i-butyle ou t-butyle. De mani&re plus pr6f6rentielle, R repr6sente le radical methyle. 
L'acide 2-aiiiino-4-(alkylmercapto)propionique de fonnule generate (V) 

1 0 obtenu est de preference la L-cysteine. 

Par enzyme k activity « cysteine synthase 6volu6e», on entend selon 
l'invention toute enzyme mutee impliquee dans la biosynthese de Pacide amine de 
fonnule generate (V), en particulier de la L-cysteine dont Tactivite essentielle 
consiste k effectuer la conversion directe d'une acetyls^rine, de preference de la O- 

15 acetyl-L-serine en acide amine de fonnule generale (V) en presence de compose 
soufre de formule generale (II), Pactivite essentielle de P enzyme initiate non mutee 
n'etant pas une activite « cysteine synthase ». Les enzymes naturellement impliquees 
dans la biosynthese de la cysteine par conversion directe de la O-acteyl-L-serine 
(acetylserine) en L-cysteine en presence de sulfure d'hydrogene (H2S), comme les 

20 cysteine synthases A ou B, codees par les g£nes cysK ou cysWL, respectivement, sont 
done exclues de cette definition. 

De mani&re preferentielle, Penzyme « initiale » non mutee est une enzyme 
catalysant une reaction de sulfhydrylation en presence d*H2S, de preference une 
enzyme k activite O-acyl-L-homoserine sulfhydrolase. 

25 De maniere avantageuse, les enzymes «initiales» k activite O-acyl-L- 

homoserine sulfhydrylases sont choisies parmi les O-acyl-L-homoserine 
sulfhydrylases conespondant au PFAM reference PF01053 et au COG reference 
COG2873. 

Elles sont de preference choisies parmi les acylhomoserine sulfhydrylases 
30 suivantes : 

NPJ785969 O-acetylhomoserine (thiol)-lyase, Lactobacillus plantarum WCFS1 
AAN68 137 O-acetylhomoserine sulfhydrylase, Pseudomonas putida KT2440 
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NP_599886 O-acetylhomoserine sulfhydrylase, Corynebacterium glutamicum 
ATCC 13032 

NPJ712243 acetylhomoserine sulfhydrylase, Leptospira interrogans serovar lai str. 
56601 

5 BAC46370 O-succinylhomoserine sulfhydrylase, Bradyrhizobium japonicum 
USDA110 

AA057279 O-succinylhomoserine sulfhydrylase, Pseudomonas syringae pv. tomato 
str. DC3000 

NP_284520 O-succinylhomoserine sulfhydrolase [Neisseria meningitidis Z2491 

10 AAA83435 O-succinylhomoserine sulfhydrylase (P. aeruginosa) 

L'O-acyl-L-homos^rine sulfhydrolase est plus preferentiellement choisie 
parmi les O-acyl-L-homoserine sulfhydrolase codees par le gene metY de 
Corynebacterium, en particulier le gbne metY de C. glutamicum (Genbank 
AF220150), et les enzymes homologues pr^sentant la meme activity O-acyl-L- 

15 homoserine sulfhydrolase, et an moins 80% d'homologie de sequence avec PO-acyl- 
L-homos6rine sulfhydrolase cod^e par le g&ne metY de C. glutamicum (Genbank 
AF220150), pr6f6rentiellement au moins 85 % d'homologie, plus preferentiellement 
au moins 90 % d'homologie. 

L'invention est bas6e notamment sur le fait que Ton peut obtenir, de fafon 

20 dirig6e, une modification de la specificity de substrat de T enzyme acyl-homoserine 
sulfhydrylase afin qu'elle utilise pr£f6rentiellement racetylserine. En consequence 
Tinvention est bas£e sur le fait que Ton peut modifier de fa9on dirig£e la sp6cificit6 
de substrat de 1* enzyme non modiftee afin d'evoluer d'une activity acylhomoserine 
sulfhydrolase &une activite cysteine synthase. 

25 Selon un mode pr£ferentiel de realisation de Tinvention, les souches de 

microorganismes non modifies ne possedent pas naturellement d' activite O-acyl-L- 
homoserine sulfhydrolase ou ne possedant pas de gdne homologue au gene metY 
codant pour cette enzyme. 

Les souches modifiees selon Tinvention sont genetiquement modifies par 

30 inactivation, mutation et/ou suractivation d'au moins un gdne endog&ie dans le but 
de permettre Tevolution d'une nouvelle voie metabolique. En particulier, les souches 
de microorganismes selon Tinvention sont genetiquement modifiees afin de 
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supprimer les gdnes cy.sK et/ou cysM codant les proteines portant respectivement les 
activites enzymatiques cysteine synthase A, cysteine synthase B. De mani&re 
pteferentielle, les g&nes cysK et cysM sont supprimes. 

Le g&ne cysYL (figure 4) code la cysteine synthaseA (GenBank NP_416909) et 
5 le genes cysM code la cysteine synthase B (GenBank NP_416916). L'inactivation de 
ces g&nes revient k supprimer les voies de biosynth^se de la cysteine et done k rendre 
la souche auxotrophe pour la cysteine. 

On introduit alors dans les bacteries modiftees un gbne codant pour une 
enzyme catalysant une reaction de sulfhydrylation en presence d'H2S, telle que 
10 dSfinie pr6c£demment, k Fexclusion des enzymes dont Factivite principale est une 
activite cysteine synthase (aussi d6nomm6e O-acetyls&ine sulfhydrolase), en 
particulier un g&ie codant pour une 0-acyl-L-homos6rine sulfhydrolase, comme le 
g&ne metY de Corynebacteriwn, en particulier le g£ne metY de C. glutamicum 
(GenbankAF220150). 

15 Le gdne codant pour une enzyme catalysant une reaction de sulfhydrylation 

en presence d'H2S peut etre introduit dans la bacterie k modifier selon les techniques 
usuelles k la disposition de Fhomme du metier, soit par integration directe dans le 
genome, soit porte par un plasmide r6plicatif. 

La souche ainsi modiftee est de preference s&ectionnee et amelioree par un 

20 procSdS de criblage et devolution, qui est aussi un objet de Finvention et qui pennet 
de faire 6voluer Factivite acyl-homoserine sulfhydrylase en une activite cysteine 
synthase afin de restaurer la production de cysteine. 

La transformation de Factivite acyl-homoserine sulfhydrylase en activite 
« cysteine synthase evohtee » sera r^putee acquise lorsque la souche bacterienne 

25 g^netiquement modifiee puis 6vohtee (E) aura une vitesse de croissance au moins 
similaire k celle de la souche modifiee (M) initiale lorsque cultiv^e dans un milieu 
minimum en presence de glucose pour seule source de carbone. Dans un mode 
particulier on considerera la transformation de Factivite acyl-homoserine 
sulfhydrylase en activite « cysteine synthase 6voluee » sera reputee acquise lorsque 

30 Factivite cysteine synthase portee par la proteine 0-acyl-L-homos6rine sulfhydrolase 
modiftee sera am&iorSe de 10% par rapport k son activite initiale. Dans certains cas, 
on peut observer cette amelioration par Faugmentation du taux de croissance de la 



WO 2004/076659 



38 



PCT/FR2004/000354 



bact6rie (E) par rapport k celui de la bacterie (M). Enfin cette transformation de 
Pactivite acyl-homos6rine sulfhydrylase en activity « cysteine synthase 6volu6e» 
sera r6put6e acquise lorsque la souche (E) produira au moins autant de cysteine que 
la souche (M) dans des conditions de culture equivalentes, ne contenant pas de 

5 cysteine initialement 

Les souches selon Tinvention peuvent 6galement etre genetiquement 
modifi^es par inactivation, mutation et/ou suractivation d'au moins un g£ne 
endog&ne, la modification etant effectuee pr6alablement ou non k la mise en ceuvre 
de Involution de la souche modiftee. En particulier, les souches de microorganismes 

10 selon Pinvention sont genetiquement modifies afin de supprimer les g£nes cysK 
et/ou cysM et/ou metB, codant les prolines portant respectivement les activites 
enzymatiques cysteine synthase A, cysteine synthase B et cystathionine gamma 
synthase. De manidre pr6f6rentielle, les gdnes cysYL et cysM sont supprimes. 

Le gdne cysK code la cysteine synthaseA (GenBank NP_416909) et le g£nes 

15 cysM code la cysteine synthase B (GenBank NP_416916). L'inactivation de ces 
gSnes revient k supprimer les voies de biosynthdse de la cysteine et done k rendre la 
souche auxotrophe pour la cysteine, Ceci permet de s&ectionner les souches qui ont 
modifie Tactivite acyl-homoserine sylfhydrylase en activity cysteine synthase afin de 
restaurer la production de cysteine. 

20 On peut le cas 6ch6ant supprimer le gene codant Pactivite cystathionine 

gamma-lyase. 

Dans un mode de realisation, ladite souche bacterienne peut comprendre 
6galement une modification de Pactivite serine O-acyltransfSrase porte par le gene 
cysB (figure 4) afin de lui conferer une insensibilite k la retro-inhibition par la 
25 cysteine. 

Dans un autre mode de realisation, ladite souche bacterienne peut comprendre 
egalement une surexpression du gene cysB afin de dereguler la voie d 5 assimilation 
du soufre en H2S. 

II peut-etre 6galement avantageux pour la production d'acides amines de 
30 formule (V), de preference de la L-cysteine, de surexprimer le gdne codant Pacetyl- 
CoA synthetase, comme le gdne acs (EC 6.2.1.1), ayant le numero d*accession 
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AE000480. en meme temps que le g£ne codant pour une enzyme k activity « cysteine 
synthase am61ior6e » defini precedemment (figure 4). 

II peut 6galement Stre avantageux d'attenuer, voire de supprimer les g£nes 
codant pour une acetate kinase et/ou pour une phosphotransacetylase , notamment les 

5 g&nes ack et pta ayant respectivement les num6ros d'accession AE000318 et 
AE000319. et codant respectivement une acetate kinase (EC 2.7.2.1) et une 
phosphotransacetylase (EC 2.3.1.8). Cette attenuation/suppression est de preference 
combin6e k une surexpression du g£ne codant Pacetyl-CoA synthetase. 

Toutes ces modifications mentionn6es ci-dessus peuvent etre effectu6es sur la 

10 souche modiftee pr^alablement au processus devolution du g£ne metY ou sur la 
souche 6volu6e, c'est k dire posterieurement k revolution du g£ne metY, k 
Pexception des deletions cysK et/ou cysM qui doivent etre obligatoirement realisees 
avant le processus de culture et d' evolution de la souche modifiee. 

L'invention concerne done egalement un procede de preparation d'une 

15 souche bacterienne k activite « cysteine synthase evoluee» telle que definie 
precedemment, ledit precede comprenant une etape consistant k cultiver dans un 
milieu de culture approprie comprenant une source de carbone simple et une souche 
bacterienne comprenant une enzyme catalysant une reaction de sulfhydrylation en 
presence d'H2S dont P activite essentielle n'est pas une activite « cysteine synthase » 

20 telle que definie precedemment, afin de diriger une evolution du g£ne codant pour 
ladite enzyme dans ladite souche bacterienne, vers un gdne codant pom: une activite 
« cysteine synthase eyoluee ». 

De maniere preferentielle et afin d'acceierer la selection et revolution dirigee 
du gfene codant pour Penzyme catalysant une reaction de sulfhydrylation en presence 

25 d'H2S, on peut effectuer les operations suivantes : 

a. Coupler la biosvnthese de la cysteine k la crois sflnce dn mi croorgani stne de 
telle sorte que la production de cysteine soit necessaire a une bonne croissance du 

mi p,rnor pani srn e 

Pour cette raison on peut faire le choix de deleter les genes cysK, cysM et 
30 eventuellement metB et eventuellement le g£ne codant une activite cystationine 
gamma lyase (e.g. g£ne yrhB chez B. subtilis), afin de supprimer toutes voies de 
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synthase naturelle de cysteine. Ce faisant la souche devient auxotrophe pour la 
cyst&ne. 

Le microorgaoisme, pour vivre en milieu minimum contenant une source de 
carbone simple, doit done optimiser Pactivite cysteine synthase de PO-acyl-L- 
5 homoserine sulfhydrylase, afin de retablir la voie de synthese de la cysteine k partir 
de d'acetylserine et d'H2S. Lorsque la deletion metB est r6alis6e il peut Stre 
n6cessaire de suppiementer le milieu en methionine. 

b. Supnrimer les regulations, nntflmm ent les r6tro-inhibitions soit au niveau 
des enzvmes* soit au niveau des gfenes a fin que la voie de biosvnthdse pri ncinale soit 
10 potentialis^e 

On peut ainsi surexprimer le g&ne cysB codant une proline activatrice de la 
voie d'assimilation du soufre (WO01/27307), permettant ainsi Poptimisation de la 
production en H2S. Par ailleurs, il a 6t6 montre que la serine acetyl-transferase, 
cod6e par le g£ne cy.sE, etait r6tro-inhibee par la cysteine. II est done souhaitable de 

15 remplacer cette enzyme par une enzyme insensible k la retro-inhibition (WO 
97/15673 ; WO 02/061 106 ) ou bien de surexprimer Penzyme ( WO 02/29029 ). 

L'invention se rapporte egalement k un procede de preparation de cysteine, 
dans lequel on cultive un microorganisme k activite « cysteine synthase evoluee » tel 
que defini pr6c£demment dans un milieu de culture approprie, ledit milieu approprie 

20 comprenant une source de carbone simple telle que definie pr6cedemment. 

La definition des conditions de fermentation est du ressort de Phomme du 
metier. La fermentation est conduite en fermenteurs avec un milieu mineral de 
culture de composition connu defini et adapte en fonction des bacteries utilisees, 
contenant au moins une source de carbone simple. 

25 Les milieux peuvent etre suppiementes pour compenser les auxotrophies 

-autres que celle provoqu6e par la deletion des genes cysK et/ou cysM; ils contiennent 
une concentration en carbone simple adaptee en fonction du mode de culture et de 
production, ainsi que du compose soufre de formule (JI) en concentration adaptee en 
fonction de Involution de la souche et du mode de production retenu. 

30 Apr£s fermentation, la cysteine est recuperee selon les methodes usuelles, et 

le cas echeant, purifiee. 
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Les techniques de recuperation puis de purification de la cysteine dans les 
milieux de culture sont bien connues de Phomme du metier^ 

La presente invention concerne aussi un procede de preparation d'un acide 
amine de formule g6nerale (V) tel que defini prededemment, caracterise en ce que 
5 Ton fait reagir de Pacetylserine avec une enzyme k activite « cysteine synthase 
evoluee » telle que definie precedemment, dans un milieu reactionnel approprie 
comprenant un compose soufre de formule generate (II) defini precedemment 

Le milieu reactionnel approprie est un milieu usuel de reaction enzymatique, 
bien connu de Phomme du metier, en particulier un milieu aqueux dans lequel les 
10 substrats et Penzyme sont en solution ou en suspension. Les conditions de mise en 
ceuvre de la reaction sont bien connues de Phomme du metier, afin notamment 
d'eviter une denaturation substantielle de Penzyme. 

Selon un mode particulier de realisation de Pinvention, Penzyme k activite 
« cysteine synthase evoluee » est presente dans une bacterie inactivee ou dans un 
1 5 extrait cellulaire. 

D.HL Evolution des voies NADPH d£pendantes . 

Selon un autre mode preferentiel de realisation de Pinvention, on peut choisir 
de faire evoluer une voie metabolique utilisant le NADPH. Pour cela, la souche 
bacterienne initiate doit etre modifiee de telle sorte que la vitesse de production du 
20 NADPH soit superieure k sa vitesse d'oxydation en NADP+ (aussi ecrit NADP) ce 
qui empechera la croissance de la bacterie sur le milieux defini choisi pour mettre en 
oeuvre le procede. 

La presente invention concerne des souches de microorganismes modifiees 
pour permettre Pevolution de voies metaboliques consommatrices de NADPH. Les 
25 souches selon Pinvention sont utilisables dans des precedes de biotransformation 
consommatrices de NADPH. 

La presente invention concerne egalement un procede de preparation de 
molecules par biotransformation comprenant la culture dans un milieu approprie 
d'une souche selon Pinvention, ladite souche comprenant egalement les elements 
30 genetiques necessaires k la preparation de ladite molecule. 
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Les proc6d6s de biotransformation ont 6t6 d£velopp6s pour permettre la 
production de molecules en grande quantity k des couts faibles, tout en permettant 
egalement la valorisation de diffSrents sous-produits industriels ou de ragriculture. 

Pour produire des molecules d'int6r6t par biotransformation in vivo on 
5 distinguera deux grandes approches : 

- d'une part la fermentation qui permet la production de molecules par un 
microorganisme k partdr d'une source de carbone simple (e.g. WO0102547 qui 
d6crit la production de lysine par fermentation de C. glutamicum en presence de 
glucose), 

10 - d'autre part la bioconversion par un microorganisme d'un substrat donne 
different de la source de carbone simple, qui est utilisSe seulement pour produire 
la biomasse n6cessaire, pour la production d'une molecule d'interet 
WO0012745 qui decrit la production de derives R-piperidine, WO0068397 qui 
decrit la production de Tagatose). 
15 L' amelioration d'un proc6de de biotransformation peut porter sur differents 

facteurs comme la temperature, 1' oxygenation, la composition du milieu, le proc6d6 
de recuperation, etc. On peut aussi envisager de modifier le microorganisme de telle 
sorte que la production de la molecule d'interet et/ou son excretion soit augments. 

Dans le cadre d'une fermentation on s'attachera par exemple k optimiser la 
20 voie de biosynthese, par exemple en modifiant la regulation des g£nes ou en 
modifiant le gdne afin de modifier les caracteristiques enzymatiques ou encore en 
optimisant la regeneration des co-substrats. 

Dans le cadre de la bioconversion on s'attachera k ameiiorer les 
caracteristiques cinetiques des enzymes, k reduire la formation de co-produits et k 
25 optimiser la regeneration de co-substrats impliques dans la ou les etapes de 
bioconversion. 

Parmi les co-substrats impliques dans les biotransformations, le NADPH 
prend une part importante notamment pour la production des acides amines (e.g. 
arginine, proline, isoleucine, methionine, lysine), de vitamine (e.g. panthotenate, 
30 phylloquinone, tocopherol), de molecules aromatiques (e.g. WO9401564), ou 
d'autres molecules k haute valeur ajoutee. 
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La prSsente invention concerne des souches de microorganismes modifies 
pour permettre revolution des enzymes ou de voies m&aboliques consommatrices de 
NADPH. 

Pour la creation de tels microorganismes, les inventeurs ont opte pour des 
5 modifications qui augmentent la vitesse de production du NADPH et diminue sa 
vitesse d'oxydation en NADP+, lesdits microorganismes modifies etant ensuite 
employes pour faire evoluer des enzymes ou des voies m&aboliques consommatrices 
de NADPH. Ces bacteries pouvant aussi etre judicieusement utilis6es dans des 
proc£d6s de production par biotransformation, de molecules issues de voies de 
10 synthase NADPH d6pendantes. 

L'optimisation du NADPH est d^crite ci-apr£s pour E. coli. Le meme 
principe peut etre applique de maniere similaire k tous les microorganismes cultives 
en conditions aerobies. 

Les souches modifi^es selon rinvention compreiment une deletion du g&ne 
15 udhA et/ou du gfene qor. Selon un mode pr6f6rentiel de realisation de rinvention, les 
gdnes udhA et qor sont tous deux deletes. 

Selon un mode particulier de realisation de rinvention, la souche modifiee 
selon l'invention comprend 6galement une deletion d*un gene choisi parmi pgi ou 
pfkA et/ou pJkB. 

20 Les genes ci-dessus sont bien connus de l'homme du metier et decrits dans la 

literature scientifique, notamment pour E. coli: 
Genes et references dans E. coli : 

udhA : X66026 soluble pyridine transhydrogenase; 

qor : L02312 quinone oxidoreductase; 
25 pgi : X15196 phosphoglucose isomerase (EC 5.3 . 1 .9); 

pfkA : X02519 phosphofructokinase-1; 

pflcB: K02500 phosphofructokinase-2. 

La presente invention a egalement pour objet un microorganisme evolue, 

modifie pour la production de NADPH telle que definie ci-dessus et ci-apr^s, lequel 
30 comprend egalement, un ou plusieurs gdnes codant des enzymes NADPH 

dependantes, impliquees dans la biotransformation d'une molecule d'interet, que l'on 

souhaite faire evoluer, ainsi qu'un ou plusieurs gdnes marqueurs de selection. 
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Ces gSnes peuvent etre natifs de la souche modifiee selon l'invention ou 
encore introduits dans la souche optimisSe selon Pinvention par transformation avec 
un vecteur approprie, soit par integration dans le genome du microorganisme ou 
encore par un vecteur r^plicatif, ledit vecteur approprie portant un ou plusieurs gdnes 
5 codant pour lesdites enzymes impliques dans la bioconversion de ladite molecule 
d'interet ou lesdits marqueurs de selection. 

Ces g&nes comprennent xme sequence d'acide nucieique codant pour une 
enzyme impliqu6e dans la biotransformation de la molecule d'interet et/ou pour un 
marqueur de selection, la sequence codante etant fusionnees k des sequences 
10 promotrices efficaces dans la cellule procaryote et/ou eucaryote choisie pour la 
biotransformatioru Le vecteur (ou plasmide) peut-etre un vecteur navette entre E. coli 
et un autre microorganisme. 

La presente invention conceme Sgalement un proc£d6 de preparation des 
souches modifiees selon Pinvention telle que d6finies ci-dessus et ci-aprds, dans 
15 lequel on delete les gdnes udhA et/ou qor 9 et le cas 6ch6ant les g£nes pgi ou pficA 
et/ou pfkB* 

Selon un mode particulier de realisation de Pinvention, le procede de 
preparation de souches selon Pinvention comprend egalement la transformation des 
souches modifies avec au moins un vecteur approprie comprenant un ou plusieurs 

20 g&nes codant une ou plusieurs enzymes consommatrices de NADPH et impliqu£es 
dans la biotransformation d'une molecule d'interet, ainsi qu'un ou plusieurs genes 
marqueurs de selection. Le vecteur permet soit la replication des gdnes soit leur 
integration dans le chromosome de la bacterie modifiee. La transformation de la 
souche par le vecteur defini ci-dessus peut etre realisee sur la souche modifiee ou 

25 prealablement k la modification de la souche selon Pinvention. 

La souche modifiee pour la production de NADPH est obtenue par biologie 
moieculaire. 

Un autre aspect de rinvention conceme Putilisation de ces souches modifiees 
selon rinvention pour faire evoluer des enzymes NADPH dependantes permettant 
30 ainsi d'ameiiorer leurs caracteristiques cinetiques, d'eiargir ou de reduire leur 
specificite de substrat, et permettant in fine de creer xme nouvelle voie metabolique 
et/ou d'ameiiorer les rendements de biotransformation. Un autre aspect de 
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Finvention concerne Tutilisation de la souche modiftee ou de la souche 6volu6e pour 
realiser des biotransfonnations consommatrices de NADPH avec des rendements de 
biotransformations sup6rieurs k ceux obtenus dans une souche non modifi6e et/ou 
non-6volu6e. 

5 L'invention concerne aussi un proc6d6 de production d'une molecule 

d'int6r6t ayant une biosynthSse consommatrice de NADPH caracterisS en ce qu'il 
comprend les Stapes suivantes : 

a) raise en culture des microorganismes 6volu6s selon Pinvention dans un 
milieu de culture approprte favorisant leur croissance et comprenant les 

10 substances n£cessaires pour la realisation de la biotransformation par 

fermentation ou byconversion, k P exception du NADPH, et 

b) extraction de la molecule d'int&et du milieu et le cas £ch6ant purification. 
De manidre prefSrentielle, la molecule d*int6ret est choisie parmi la cysteine, 

la methionine, le 3-hydroxypropionate, Phydrocortisone, le xylitol et le glycerol. 

15 Pour une reaction de bioconversion le proc£d6 comprend aussi Pajout du 

substrat k convertir dans le milieu de culture appropri6. 

Le milieu de culture cit6 a P&ape b) du proc^de selon l'invention d6fini ci- 
dessus comprend au moins un hydrate de carbone assimilable choisi parmi differents 
sucres assimilables, tels le glucose, le galactose, le saccharose, le lactose, ou les 

20 molasses, ou les sous-produits de ces sucres. Une source de carbone simple tout 
particuli&rement pr£fSr6e est le glucose. Une autre source de carbone simple pr&Er6e 
est le saccharose. Le milieu de culture peut en outre contenir une ou plusieurs 
substances (e.g. acides amines, vitamines, sels min6raux, ...) favorisant la production 
de la molecule d'int&ret. 

25 Les exemples ci-apres permettent d'illustrer Pinvention, sans toutefois 

chercher k en limiter la portSe. 

E. Description des figures 

Figure 1 : synthese de la methionine k partir de Phomoserine, chez les 
bact&ries. 

30 Figure 2 : Schema de synthase de la methionine selon Pinvention appliqu6 

dans E. colt; une strategic 6quivalente est transposable chez de nombreux 
microorganismes dont C. glutamicum. Les strategies metB* ou metY** n£cessitent 



WO 2004/076659 



46 



PCT/FR2004/000354 



Tutilisation d'une souche initialement au moins AQnetE) tandis que les strategies 
metB** ou metY* n6cessitent Tutilisation d'une souche initialement au moius 
A(metC). 

L6gende : 

5 MetA : homos&ine succinyltransferase ; pourra etre remplac6 par une 

isofonne insensible k la r6tro-inhibition par la methionine ou par une isofonne 
homoserine acetyltransferase eventuellement insensible k la r6tro-inhibition par la 
methionine. 

MetB : cystathionine y-synthase 
10 MetB* : cystathionine y-synthase 6volu6e en « methionine synthase » 

MetB** : cystathionine y-synthase 6voluee en homocysteine synthase 
MetY* : O-acetyl-homoserine (de C. glutamicum) 6voluee en homocysteine 
synthase 

MetY** : O-acetyl-homos&ine (de C. glutamicum) 6volu6e en « methionine 
15 synthase » 

La voie centrale repr^sente la voie naturelle de synthase de la methionine 
chez E. coli. Les autres voies indiquees correspondent aux precedes selon 
Tinvention. 

Figure 3 : representation d*un mecanisme de fermentation continue pour la 
20 selection dirigee des souches selon Tinvention. Nous utilisons par exemple la 
technologie « Fedbatch-Pro » de la societe DASGIP. II s'agit d'un systeme 
modulaire contrSie par ordinateur permettant la fermentation en paralieie de 
microorganismes en ayant un control de Talimentation en milieu, en pH et p02. 
Figure 4 : synthese de la cysteine k partir de la serine, chez les bacteries. 
25 Figure 5 : strategie pour obtenir une synthese de cysteine k partir d'O-acetyl- 

L-serine. La fldche rouge correspond k Tactivite cysteine synthase portee par 
T enzyme codee par le gene metY evolue selon Tinvention (we/Y*). 

Figure 6 : Comparaison de spectres de 13 C-RMN, correspondant au carbone 5 
de la methionine, obtenus par HSQC sur un hydrolysat de la souche sauvage (haut) 
30 ou de la souche Kla-F optimisee (bas). On observe que le carbone 5 de la souche 
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Kla-F n'est pas marquS au carbone 13 ce qui confirme qu'il provient du 
methylmercaptide de sodium 

Figure 7 : Alignement de sequences non modifies de cystathionine-y- 
synthases. Alignement r£alis£ avec Talgorithme MULTALIN 
5 flittp://prodes.toidou Re ™ 

Figure 8 : Alignement de sequences non modifies de acylhomos6rine 
sulfhydrylases. Alignement r6alise avec Palgorithme MULTALIN. 

Figure 9 : Evolution du taux de croissance de la souche initiale E. coli 
A(mefE) lors du processus de selection dirigee en batch. Abscisse : repiquage N° ; 
10 Fteche : Population K144 ; )i d£duit : valeurs obtenues k partir de 2-3 valeurs de 
DO ; )i calculi : valeurs obtenues avec plus de 4 valeurs de DO. 

Figure 10 : Cinetique de croissance de la population E. coli AmetC lors de son 
ensemencement initial (culture N°l) et lors de son dixidme repiquage (Repiquage 
10). 

1 5 Figure 11 : Realisation de la PCR sur la souche modiftee E. coli AmetJ : :Cm 

en utilisant les amorces DmetFBF et MetJR. L'extr6mite 5' de l'amorce DmeUBF est 
aussi capable de s'hybrider k une sequence situee dans la partie 3' du g&ae meiL. 

Figure 12 : Souches obtenues h Tissue de la recombinaison homologue avec le 
fragment amplifiS par PCR (voir Figure 11); il est possible d'avoir deux 
20 dvfenements diffSrents de recombinaison homologue, chacun ayant la mSme 
probability de se produare. Dans le premier cas, on recree une souche E. coli 
AmetJ ::Cm alors que dans le second cas, on cree la souche E. coli 
[AmetJ , AmetJ ::Cm] en replant le promoteur de l'operon metSLY devant meiL. 

Figure 13 : Evolution du taux de croissance de la souche E. coli [A(metBJ 9 
25 metC) pTxomeff] sur un milieu d6fini (MML8), contenant du glucose pour seule 
source de carbone. 
F. Exemples 

F.I. Voie de Biosynthfese de la methionine. 

Une premi&re application (Exemple F.LI.) de Pinvention au genie m6tabolique de la 
30 voie de biosynthfcse de la methionine comprend les etapes suivantes : 
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a) Deletion du gdne metE dans la souche initiale d'E.coli ; la souche modifiee 
obtenue est done auxotrophe k la methionine. La souche initiate est capable 
de croitre sur un milieu minimum (MM) depourvu de methionine, S- 
ad6nosylm6thionine, homocysteine, cystathionine alors que la souche 

5 modifiee a perdu cette capacity. 

b) Culture de la souche ci-avant modifiee sur le meme milieu minimum (MM) 
auquel on ajoute le methylmercaptide de sodium (co-substrat) afin de feire 
evoluer une activity enzymatique endogdne en activity methionine-synthase 
afin de compenser Pactivite enzymatique initialement delete (MetE). 

10 c) Selection d'une souche evoluee ayant une nouvelle activite methionine- 
synthase en presence de methylmercaptide de sodium. La souche etant alors 
caracterisee. 

d) Isolement du g£ne evolue codant la proteine ayant une activite enzymatique 
evoluee, en Poccurrence la cystathionine-y-synthase ayant une activite 
15 methionine-synthase ameiioree. 

Une deuxieme application (Exemple F.L2.) de Pinvention, au genie metabohque de 
la voie de biosynth^se de la methionine, comprend les etapes suivantes : 

a) Deletion du g£ne metC dans la souche initiale d'E.coli ; la souche modifiee 
20 obtenue est done auxotrophe k la methionine. La souche initiale est capable 

de croitre sur un milieu minimum (MM) depourvu de methionine, S- 
adenosylmethionine, homocysteine, cystathionine alors que la souche 
modifiee a perdu cette capacite. 

b) Culture de la souche ci-avant modifiee sur le meme milieu minimum (MM) 
25 en absence de tout co-substrat afin de feire evoluer une activite enzymatique 

endog^ne en activite homocysteine-synthase afin de compenser Pactivite 
enzymatique initialement delete (MetC). 

Une troisieme application (Exemple F.I.3.) de Pinvention a Involution de la 
voie de biosynthese de la methionine comprend les etapes suivantes : 
30 a) Deletion des genes metC 9 metB 9 metJ dans la souche initiale d'E.coli ; la 
souche modifiee obtenue est done auxotrophe k la methionine. La souche 
initiale est capable de croitre sur un milieu minimum (MM) depourvu de 



WO 2004/076659 



49 



PCT/FR2004/000354 



methionine, S-ad6nosylm6thionine, homocysteine, cystathionine alors que la 
souche modifi6e a perdu cette capacity, 
al) Introduction du g£ne metY 9 un g£ne heterologue issu de C. glutamicum. Ce 
g£ne etant destine k 6voluer d'une activity acetylhomos6rine sulfhydrylase en une 
5 activity methionine-synthase. 

b) Culture de la souche modifiee E. coli [metY A(metB, metC, metT)] sur le 
meme milieu minimum (MM) auquel on ajoute le methylmercaptide de 
sodium (co-substrat) afin de faire evoluer une activity enzymatique endogdne 
en activity methionine-synthase afin de compenser les activites enzymatiques 

10 initialement deietees (MetB, MetC). 

c) Selection d'une souche £volu£e ayant une riouvelle activite methionine- 
synthase en presence de methylmercaptide de sodium. 

Exemple F.I.1 Obtention d'une souche €volu€e ayant une activity 
methionine-synthase en presence de methylmercaptide de sodium. 
15 a) Construction de la souche modifiee E. coli A(metE) 

L'inactivation du g£ne metB est realisee en inserant une cassette de resistance 
a Tantibiotique chloramphenicol tout en deietant la majeure partie du gene concerne. 
La technique utilisee est decrite par Datsenko, K.A. ; Wanner, B.L. (2000) One-step 
inactivation of chromosomal genes in Escherichia coli K-12 using PGR products. 
20 Proc. Natl. Acad Set USA 97 : 6640-6645. 

Deux oligonucleotides sont utilises pour realiser la strategic: 
- DmetER de 100 bases (SEQ ID NO 1): 

tacccccgacgcaagttctgcgccgcctgcaccatgttcgccagtgccgcgcgggtttctggccagccgcgc 
gttttcagCATATGAATATCCTCCTTAG 
25 avec : 

une region (caract&res minuscules) homologue h la sequence (4012903 k 
4012824) du g£ne metB (sequence 4010643 k 4012904, sequence de reference sur le 
site http://genolist.pasteur.jBr/Colibri/) 

une region (caracteres majuscules) pour PampUfication de la cassette de 
30 resistance au chloramphenicol du plasmide pKD3 (Datsenko, K.A. ; Wanner, B.L. 
(2000) One-step inactivation of chromosomal genes in Escherichia coli K-12 using 
PCR products. Proc. Natl Acad. Set USA 97 : 6640-6645) 
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- DmetEF de 100 bases (SEQ ID NO 2): 

tgacaatattgaateacaccctcgg^ 
tattggTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG 

avec : 

5 une region (caractdres minuscules) homologue k la sequence (4010644 k 

4010723) du gbne metE 

une region (caractdres majuscules) pour Pamplification de la cassette de 
resistance au chloramphenicol port£e par le plasmide pKD3 

Les oligonucleotides DmetER et DmetEF sont utilises pour amplifier la 
10 cassette de resistance au chloramphenicol k partir du plasmide pKD3. Le produit 
PCR obtenu est alors introduit par eiectroporation dans la souche MG1655 (pKD46) 
dans laquelle 1' enzyme Red recombinase exprim£e pennet la recombinaison 
homologue. Les transformants r^sistants k Pantibiotique sont alors s61ectionnes et 
Tinsertion de la cassette de resistance est verifiee par une analyse PCR avec les 
1 5 oligonucleotides metER et metEF. 

MetER (SEQ ID NO 3) : ggtttaagcagtatggtgggaagaagtcgc (homologue k la 
sequence de 4012978 k 4012949) 

MetEF (SEQ ID NO 4) : cccggggatgaataaacttgccgccttccc (homologue k la 
sequence de 4010567 k 4010596) 
20 La cassette de resistance au chloramphenicol peut ensuite etre eiiminee. Le 

plasmide pCP20 porteur de la recombinase FLP agissant au niveau des sites FRT de 
la cassette de resistance au chloramphenicol, est alors introduit dans les souches 
recombinantes par eiectroporation. Apres une serie de culture a 42°C, la perte de la 
cassette de resistance k Pantibiotique est verifiee par une analyse PCR avec les 
25 memes oligonucleotides que ceux utilises precedemment 

b) Culture et evolution de la souche modifiee A(me*E) en presence de 
methylmercaptide de sodium pour co-substrat 

Pour optiiriiser E. coli pour la production de methionine a partir du methyl- 
mercaptan, on effectue une selection dirigee en flacons. 
30 La souche E. coli rendue auxotrophe pour la methionine en inactivant le gene 

metE (voir ci-avant) ne peut done croitre qu'en fabriquant sa propre methionine, par 
Putilisation du methyl-mercaptan. 
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La mise en ceuvre de cette technique permet la selection d'une souche de 
Escherichia colt dont la cystathionine-y-synthase (EC 4.2.99.9) a d6velopp6 une 
activity « m^tMonine-synthase » modifiee en presence de m6thyl-mercaptan. 

La selection dirig^e est conduite en flacon en verre hermetiquement ferme 
5 contenant 50 ml de milieu mineral (Schaefer et al., 1999, Anal Biochem. 270 : 88- 
96) en presence de 33 mM glucose, et du chloramphenicol k une concentration finale 
de 25 mg/L 

Les milieux de culture sont ensemenc6s avec la souche E. coli K12 AmetB k 
D06oonm definie. On ensemence avec une population de bacteries suffisamment 

10 importante pour que certaines bacteries possSdent potentiellement des mutations 
spontan6es interessantes dans le gene metB, pennettant d'assimiler le methyl- 
mercaptan. Cette population a et£ obtenue par culture de la souche auxotrophe en 
methionine sur milieu minirmim supplements en methionine. 

Trois flacons re9oivent alors 100 pi d'une solution a 400 mg/1 de sodium 

15 mercaptide, tandis qu'iin quatridme flacon ne re9oit pas de sodium mercaptide. Les 
cultures sont r6alis6es sous agitation, a 37°C, pendant 6 jours, puis la DOeoonm est 
mesur^e. Les r6sultats sont resumes dans le Tableau N°2 ci-dessous. 





Flacon 1 


Flacon 2 


Flacon 3 


Flacon Temoin 


DO 6 00nm & T=0 


0.34 


0.34 


0.34 


0.34 


D0 6 oonm & T=6 jours 


0.23 


1.14 


0.79 


0.32 



20 



25 



Tableau 2. Mesure de la density optique de milieux de cultures pour E. coli en 
presence (flacons 1-3) ou absence (flacon temoin) de sodium mercaptide. 

Ces resultats montrent que les flacons 2 et 3 ont permis de multiplier une 
souche capable d'utiliser le m&hyl-mercaptan pour produire la methionine n^cessaire 
k sa croissance (augmentation de la density optique). 

L'activite « methionine synthase » am£lioree observ6e provient d'une 
modification dans le gene de la cystathionine y-synthase de la souche E. coli K12 
AmetE, contenue dans les flacons 2 et 3. 

La population bacterienne du Flacon 2 peut alors etre utilisde pour am&iorer 
davantage l'activite « methionine synthase » en presence de methyl-mercaptan, en 
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utilisaat un procede de criblage et amelioration par fermentation en etage, ou en 
recommen?ant le procede en flacon tel qu'il vient d'etre d6crit 

c) Criblage et amelioration par fermentation en etage 

Pour optimiser E. coli pour la production de methionine h partir du methyl- 
5 mercaptan, on effectue ime selection. 

La mise en ceuvre de cette technique permet la selection d'une souche de 
Escherichia coli dont la cystathionine-y-synthase (EC 4.2.99-9) a developpe une 
activite « methionine-synthase » ameiioree en presence de methyl-mercaptan. 
Alternativement, on peut utiliser une souche obtenue selon Texemple 2. 
10 La selection dirigee est conduite dans un systdme en continu en etage (Figure 

3). 

Le premier fermenteur produit les bacteries & une vitesse proche du taux de 
croissance maximum. Les bacteries passent en continu de ce fermenteur dans un 
second fermenteur caracterise par un taux de dilution plus faible et un milieu avec le 
1 5 crible de selection (ici, le methyl-mercaptan). 

La pression de selection, imposee & la bacterie dans le second fermenteur, est 
etablie par la concentration en methyl-mercaptan. Des cycles successifs de selection 
permettent d'appliquer aux bacteries des cribles de plus en plus fort par des 
concentrations croissantes en methyl-mercaptan. 
20 Pour chaque concentration, la souche seiectionnee dans le second fermenteur 

est celle qui a evolue pour metaboliser la totalite du methyl-mercaptan (methyl- 
mercaptan residuel nul dans le fermenteur). 

Dans ce cas, on recommence la selection en utilisant le fermenteur n°2 
comme fermenteur de croissance et le fermenteur n°l comme fermenteur de crible, 
25 presentant du methyl-mercaptan de concentration plus forte qa'k Petape precedente. 

On effectue differents cycles de selection pour obtenir une souche fermentant 
le methyl-mercaptan avec une vitesse eievee. L' analyse de cette souche permet de 
definir les mutations dans le gene de la cystathionine-y-synthase. 

d) Selection de la souche evoluee en presence de methylmercaptide de 
30 sodium. 

La population d'E. coli A(meiE) issue du flacon 2 subi des repiquages 
successifs en flacons, permettant d' obtenir la population Kla-F. 
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La nouvelle population obtenue Kla-F est mise en culture dans un milieu 
minimum (Schaefer et al> 1999, Anal Biochem. 270 : 88-96) contenant 2,5 gX 1 de 
glucose enticement marque au carbone 13 et du methylmercaptide de sodium (200 
ppm) non enrichi en carbone 13. Cette population est auxotrophe pour la methionine 
5 en Pabsence de methylmercaptide de sodium. 

AprSs la culture, les cellules sont r£cup£rees, lav6es puis hydrolys6es par HC1 
6N pendant 24 heures k 107°C. Une analyse par RMN bidimenskmnelle est alors 
realisge (HSQC). Cette analyse permet d'etudier le carbone 5 de la methionine, qui 
provient, soit de la L-cysteine, produite k partir du glucose present dans la solution 
10 (voie classique), soit du methylmercaptide de sodium lorsque la nouvelle voie 
metabolique selon Finvention est utilisee. 

L' experience est conduite de manidre similaire avec la souche sauvage E. coli 
K12 (produisant la methionine k partir du glucose), en absence de methylmercaptide 
de sodium. 

15 La figure 6 montre deux spectres ID, issus de deux acquisitions distinctes, 

superposes pour une meilleure lecture. Ces spectres ID sont extraits de spectres 
RMN k deux dimension type HSQC (correlation entre protons et carbone 13). Les 
spectres RMN k deux dimensions ont ete obtenus sur un hydrolysat acide des 
bacteries. 

20 L'echantillon analyse est un hydrolysat total ; cependant du fait de la 

sensibilite de la RMN et des temps d'acquisition utilises, on detecte essentiellement 
les acides amines, les sucres, les bases et le glycerol. Chaque carbone (couple k un 
proton) de chaque acide amine donne une resonance magnetique nucieaire. 

Le carbone 5 de la methionine (c f est k dire le groupe methyl terminal) 

25 presente un deplacement chimique d'environ 14,7 ppm. La figure 6 pr6sente la zone 
de deplacement chimique centre autour de 14,7 ppm pour les deux souches. 

On remarque que dans le cas du spectre superieur, le signal du carbone 5 est 
fort, indiquant que le carbone 5 est marque au carbone 13. En consequence, ce 
carbone 5 provient du glucose marque introduit comme substrat dans le milieu de 

30 culture. 

On remarque par contre que le meme signal est trds faible dans le spectre 
inferieur (souche Kla-F). Cela signifie que le carbone 5 n'est pratiquement pas 



WO 2004/076659 



54 



PCT/FR2004/000354 



marqu6. Pourtant les autres carbones de la molecule sont fortement marques 
(r6sultats non pr6sentes). Le carbone 5 non marqu6 ne provient done pas du glucose 
mais du methyl-mercaptan. 

On peut done conclure que la souche Kla-F produit de la methionine k partir 
5 de succinyl-L-homos6rine et de methylmercaptide de sodium. 

La population Kla-F subit 14 nouveaux cycles de repiquage successife en 
flacon. On obtient ainsi la population K144 (figure 9) que Ton Stale alors sur milieu 
minimum g61os6 contenant du glucose pour seule source de carbone. Les boites 
inocul£es sont plac6es en condition aerobie dans une jarre anaSrobie dans laquelle est 

10 introduit un tube contenant du m&hylmercaptide de sodium dissout dans de Feau, la 
jarre est alors placSe dans un incubateur k 37°C. La temperature d* ebullition du 
methylmercaptide de sodium etant de 5°C, Fatmosph&re de la jarre ana6robie 
s'enrichie en methylmercaptan. Aprds 4 jours, les clones apparaissent sur les boites ; 
lis correspondent aux bact&ies capables de produire de la methionine en presence de 

15 methylmercaptan. Dix clones sont isolfe, dont le clone K176. Le clone K176 est 
multiple en culture liquide et des stocks glycerols sont realises portant le num^ro 
K183. 

Pour le clone K183 et la souche E. coli K12 A(meiR) initiate, la sequence des 
gdnes met! et metB (SEQ ID N°5) a et6 d6termin6e. La sequence obtenue pour rnetB 

20 6volu6e, appeiee metB* (SEQ ID N°7) permet d'observer la presence d'une alanine 
en position 325 (SEQ ID N°8) en remplacement d'un glutamate (SEQ ID N°6). Le 
g£ne metJ ne pr6sente aucxme mutation. Cette souche a ete deposee k la CNCM le 2 
avril 2003, sous le num<Sro 1-3005. 

• CaractSrisation du clone K183 

25 Le clone K183 est cultive en flacon, en milieu minimum avec glucose et 

methylmercaptide de sodium pour seule source de carbone. En paraltele, une culture 
est realisee dans des conditions identiques avec la souche E. coli K12 sauvage. On 
observe que la consommation de glucose par g de biomasse est deux fois plus 
importante que pour une souche de E. coli sauvage (MBM01). La surconsommation 

30 est probablement due en partie k la production d'ac&ate. 
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Souches 


Rendement Biomasse 


Rendement Acetate 


MBM01 


0.45 


<0.002 


K183 


0.24 


0.36 



Tableau 3. Comparaison du rendement de biomasse entre la souche E. coli sauvage 



et le clone 6vohi6 K183 : 
Rendement Biomasse exprime en g(biomasse)/g(giucose). 
5 Rendement Acetate exprime en g(acetate/g(ghicose). 

L' analyse des metabolites intracellnlaires et extxacelMaire de ces deux 
cultures montre notamment : 

En intracellulaire, une augmentation de l'alanine, du pyruvate, du 
ketobutyrate et de 2 ketoisocaproate et une diminution de la concentration en 
10 tryptophane, norvaline, norleucine, leucine et methionine. 

En extracellulaire, une accumulation de glutamate, d'isoleucine, threonine, 
valine et 2-ketoisocaproate et une diminution de pyruvate, norleucine, tryptophane. 

• Caract6risation de F activity specifique « methionine synthase » des 
souches MBM01 et K183 en presence de methylmercaptan. 
15 Afin de montrer Tamelioration de l'activite methionine synthase dans la 

souche K183 par rapport k la souche sauvage (MBM01), des reactions enzymatiques 
sont r£alis£es en utilisant des extraits acellulaires prepares k partir de cultures des 
souches K183 et MBM01 realisees sur milieu riche (milieu BH1, commercialise par 
DIFCO, avec 2,5 g/L de glucose) en absence de methylmercaptan. Les extraits 
20 prot6iques sont desaies sur PD10 et reserves sur glace. 

Conditions r6actionnelles et traitement de Fechantillon 

- Preparer sur la glace une solution de sodium methanethiolate diluee 10 fois (100 
pi de solution 3M plus 900 pi d'eau mQ) 

- Preparer sur la glace les melanges reactionnels constitues de 20pL de tampon 
25. phosphate 500 mM pH 6.5, lOpl Pyridoxal phosphate 2,5 mM, 16 }iL O- 

succinylhomoserine 25 mM, 10 pL Sodium methanethiolate 0,3 M, 24 pL eau 
milliQ. 

- Placer les tubes k 37°C (thermomixer sous la hotte) et ajouter l'extrait proteique 
(20 pi) pour demarrer la reaction. 
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- Pour arreter la reaction (0 k 30 minutes), placer les tubes sur glace et ajouter 400 
pi d , ac6tone&-20°C. 

- placer les tubes k -20°C pendant 30 minutes 

- puis ouvrir les tubes sous la hotte pendant 10 minutes pour Evaporer le 
5 methanethiol et l'ac&one (les maintenir sur glace) 

- centrifuger 5 minutes k 10000 g , transvaser le surnageant (—100 ]xL) dans des 
tubes 6ppendorf et diluer pour un volume final de 1 mL. 

Mesure de l 5 activit6 methionine synthase en d^tectant la quantity de 
succinate lib6re du succinylhomoserine : 
10 - Dix pi de l'6chantillon ci-dessus obtenu sont analyses par chromatographie 
ionique en utilisant un Appareil Dionex DX-500 6quip6 d'une pr&olonne AG-1 1 
2 mm et d'une colonne AS-1 1 2 mm, d'un suppresseur ASRS Ultra, d'une boucle 
injection 10 jxl. Un gradient est alors appliquS : 0 - 7 min 0,5 mM KOH ; 7 min 
injection ; 7 - 9,5 min 0,5 mM KOH ; 9,5 - 13 min 0,5 - 5 mM KOH ; 13 -25 
15 min 5- 38,3 mM KOH. 

Mesure de l'activit6 methionine synthase en detectant la quantite de 
methionine synth£tisee en presence de methylmercaptan 

L'analyse est realiste par GC-MS ce qui n6cessite de silyler les echantillons 
prealablement k Tinjection. Pour cela chaque 6chantillon re9oit un standard interne 
20 (serinel3C) qui permet de valider la quality de la silylation. Les Echantillons sont 
ensuite lyophilisEs pendant la nuit. 

La d6rivation est r6alis£e en appliquant le protocole suivant : 
Ajouter 400 ]il de la solution d'hydroxylamine (0,250g +/- 0,002 g dissous 
dans 10 ml de Pyridine) k Faide d'une pipette automatique de 1 ml et fermer 
25 correctement les tubes. Melanger a Taide d'un Vortex pendant 2 fois 10 secondes. 
Concentrer le milieu rEactionnel au fond du tube par centrifugation (maxi 1 minute k 
5000 g) et laisser reagir 1 heure 30 k 30°C. Ouvrir les tubes et ajouter 1000 jil de 
solution de BSTFA a Taide d'une pipette automatique de 1 ml et completer avec 
lOOpl de Pyridine (pipette automatique de 200 pi). Refermer les tubes, vortexer 
30 pendant 10 secondes et mettre k incuber respectivement pendant 60 minutes k 60°C 
dans le cas des d<§riv6s TBDMS et 30 minutes k 70°C pour le BSTFA. Si nEcessaire 
filtrer les Echantillons sur filtre k usage unique avec membrane PTFE de 0,22 |im ou 
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centrifiiger k 5000 g pendant 5 minutes. Transferer dans un flacon de 1,5 ml, sertir et 
injecter enCPG. 

Les analyses ont 6t6 r6alis6es avec l'appareil Agilent technologies 
GC6890/MSD5973 equipe d'une colonne apolaire (HP-5MS, Bios Analytique). Le 
5 gaz vecteur est l'heiium k debit constant de 1 ml.min-1. L* injection de 1 pi 
d'6chantillon a lieu en mode splitless avec un debit de purge de 50 ml.min-1 pendant 
0,85 min. Le profil de temperature est le suivant : la temperature initiale de 90°C est 
maintenue pendant 2 minutes puis augmente jusqu'& 320 °C avec une pente de 10 
°C.min-l. Cette temperature est maintenue pendant 6 minutes. La detection se fait 
10 par spectrometrie de masse avec ionisation par impact eiectronique en mode 
balayage dans une gamme variant de m/z = 40 k 550 amu. Le deiai de passage de 
solvant est regie a 3,10 minutes. 

Dans ces conditions, une activite « methionine synthase » a pu etre dosee 
15 dans les echantillons incubes avec le methanethiol, via la quantification d'une part, 
du succinate par chromatographic ionique et d' autre part, de la methionine par GC- 
MS. Les resultats sont reportes dans le Tableau 4 ci-dessous. 



Souche 


Concentration 
en proteines 


Activite speciflque 
(mUI/mg proteines) 


Dosage 
Succinate 


Dosage 
Methionine 


MBM01 


3,43 


0,30 


0,23 


K183 


3,62 


1,40 


1,72 



Tableau 4 : Activite methionine synthase en presence de methylmercaptan 
d'extraits des souches MBM01 et K183 

20 On observe done que Tactivite methionine synthase en presence de 

methylmercaptan est renforcee dans la souche evoluee par rapport a la souche 
sauvage confirmant que la cystathionine y-synthase mutee (E325A) a une activite 
methionine synthase modifiee. 

e) isolement du gbne dvolue et caracterisation cinetique de Penzyme METB* 
25 ayant une activite methionine-synthase evoluee 
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Afin de determiner les parametres cinetiques des activity methionine- 
synthase et cystatMonine-y-synthase port6es par METB et METB*, les gdnes metB et 
metB* ont 6t6 clones dans un vecteur de surexpression pTopo (Ihvitrogene) en 
utilisant la strategie suivante : 
5 - Amplification du g£ne metB ou metB* avec les oligonucleotides metJ / metLR et la 
polymerase thermoresistante Pwo. 

- Ligation du produit PCR au plasmide pTOPO 4-PCR blunt, et introduction du 
plasmide ainsi forme, pTopo.metB ou pTopo.metB* dans DH5a et selection des 
clones Ap r . 

10 - Verification par digestion enzymatique de la configuration du plasmide 
pTopo-metB ou pTopo.metB* apr£s extraction. 

- Introduction du plasmide verifie pTopojtnetB dans la souche MG1655(AmetBJ, 
AmetE). Verification par digestion enzymatique, comme precedemment du plasmide 
introduit Verification par PCR de la souche MGl655(AmetBJ 9 AmetE) avec les 

1 5 oligonucleotides metJR / metLR pour la deletion metJ, metER / metEF pour la 
deletion metE : souche MINS33. 

Les cultures sont alors realisees sur milieu riche et des extraits proteiques sont 
realises. Les activites enzymatiques methionine-synthase et cystathionine-y-synthase 
sont ensuite determinees en utilisant respectivement le methylmercaptide de sodium 

20 et la cysteine comme co-substrat reactionnel. 

Les caracteristiques cinetiques de l'activite methionine synthase sont presentees dans 
le tableau N°5 tandis que les caracteristiques cinetiques de l'activite cystathionine- 
y-synthase sont presentees dans le tableau N°6. 





Km 


Vmax 


pTOPOmetB 


277 mM 


13,9 mUl/mg prot6ines 


PTOPOmetB* 


6 mM 


5,6 mUl/mg proteines 



Tableau 5. Caracteristiques cinetiques apparentes de l'activite methionine- 
25 synthase portee par les enzymes METB et METB*. 

On observe que la mutation A325E permet de diminuer de plus de 45 fois le 
Km de Penzyme pour le methylmercaptan alors que le Vmax n'est lui diminue que 
d'un facteur 2 . 
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Km 


Vmax 


pTOPOmetB 


7,5 mM 


39840 mUl/mg prolines 


PTOPOmetB* 


0,6 mM 


2889 mUl/mg prolines 



Tableau 6. Caractlristiques cin^tiques apparentes de I'activite cystathionine-y- 
synthase portee par les enzymes METB et METB*, 

On observe que la mutation A325E permet de diminuer d'environ 13 fois 
Pactivite cystatMonine-y-synthase et le Km de V enzyme pour la cysteine. 
5 Exemple F.L2. : Evolution d'une activite homocysteine synthase h partir 

d'une cystathionine-y-synthase 

• Construction des souches MG1655 (Aw^C::Cm) et MG1655 (AmetCl 

Pour inactiver le gene metC la strategic de recombinaison homologue d6crite 
par Datsenko & Wanner (2000) est utilis6e. Cette strangle permet Pinsertion d'une 
10 cassette de resistance k Pantibiotique chloramphenicol tout en deietant la majeure 
partie du g£ne concern^. Pour cela, nous avons utilise deux oligonucleotides : 

Pour metC : 

- DmetCR de 100 bases (SEQ ID NO 13): 

ccggcgtccagalcggcaatcagatcgtcgacatcttccagacxaatatgcaggcgaateaaggtcccgct^ 
15 aatcgatCATATGAATATCCTCCTTAG 
avec 

une region (earaches minuscules) homologue k la sequence (3151419 k 
3151359) du gene metC (sequence 3150251 k 3151438, sequence de reference sur le 
site http://genolist.pasteur.fr/Colibri/) 
20 une region (caractdres majuscules) pour Pamplification de la cassette de 

resistance au chloramphenicol (sequence de reference dans la publication Datsenko, 
K.A. et Wanner, B.L., 2000, PNAS, 97 : 6640-6645) 

- DmetCF de 100 bases (SEQ ID NO 14) : 

cggacaaaaagcttgatactcaactggtgaatgcaggacgcagcaaaaaatacactctcggcgcggtaaata 
25 gcgtgattTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG 
avec 

une region (caracteres minuscules) homologue k la sequence (3150255 k 
3150334) du g£ne metC 
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une region (caracteres majuscules) pour Pamplification de la cassette de 
resistance au chloramph^nicoL 

Les oligonucleotides DmetCR et DmetCF sont utilises pour amplifier la 
cassette de resistance au chloramphenicol k partdr du plasmide pKD3. Le produit 
5 PCR obtenu est ensuite introduit par eiectroporation dans la souche MG1655 
(pKD46) dans laquelle Tenzyme Red recombinase exprimee pennet la 
recombinaison homologue. Les transformants resistants k Pantibiotique sont alors 
s61ectionnes et Tinsertion de la cassette de resistance est verifiee par une analyse 
PCR avec les oligonucleotides metCR et metCF definis precedemment. La souche 

10 retenue est nominee MG1655 (AmetCuCm). 

MetCR (SEQ ID NO 11) : cgtccgggacgccttgatcccggacgcaac (homologue k la 
sequence de 3151522 a 3151493) 

MetCF (SEQ ID NO 12) : gcgtttacgcagtaaaaaagtcaccagcacgc (homologue k la 
sequence de 3150118 & 3150149) 

15 La cassette de resistance au chloramphenicol peut ensuite etre eiiminee. Le 

plasmide pCP20 porteur de la recombinase FLP agissant au niveau des sites FRT de 
la cassette de resistance au chloramphenicol, est alors introduit dans les souches 
recombinantes par eiectroporation. Aprds une serie de culture a 42°C, la perte de la 
cassette de resistance k Fantibiotique est verifiee par une analyse PCR avec les 

20 m&nes oligonucleotides que ceux utilises precedemment. La souche retenue est 
nommee MG1655 (AmetC). 

La construction de la souche AmetC est decrite dans Texemple F.I.2. Dans un 
mode particulier de Pinvention la souche E. coli AmetC est raise en culture en fiacon 
(voir exemple F.I.1) contenant \m milieu minimum avec glucose comme seule source 

25 de carbone. Le milieu ne contient ni methylmercaptan, ni H2S. Des repiquages sont 
realises et les taux de croissances sont determines pour chaque repiquage. On 
observe une tres nette amelioration du taux de croissance de la souche A(metC) sur 
milieu minimum suggerant que Tactivite homocysteine synthase portee par la 
cystathionine y-synthase s'est fortement ameiioree en presence d'H2S endogene 

30 (voire figure 10). 
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Cycles de repiquage N° 


p mesurl (h 1 ) 


1 


0,05 


3 


0,37 


5 


0,39 


10 


0,44 


12 


0,44 



Exemple F.L3. : Evolution d'une activite methionine synthase k partir 
d'une activity acetylhomos£rine sulfhydrylase. 
5 Construction de la souche MG1655 (AmetB-AmetJ) 

Pour deleter les g&nes metB et rnetJ, et conserver le promoteur de Foperon 
metBL, nous avons ins6r6 une cassette de resistance k 1'antibiotique chloramphenicol 
tout en deietant la majeure partie des gdnes concents et en maintenant le promoteur 
de metBL. Pour cela, nous avons utilise deux oligonucleotides. 
10 Pour/we/BJ: 

- MetJR de 30 bases (SEQ ID NO 9): 

ggtacagaaaccagcaggctgaggatcagc 

homologue k la sequence (4125431 k 4125460) en aval du g£ne rnetJ 
(sequence 4125975 k 4125581, sequence de reference sur le site 
15 http://genolist.nasteur.fr/ColibriA 

- DmetJBF de 100 bases (SEQ ID NO 10) : 

tatgcagctgacgacctttcgcccctgcctgcgcaatcacactcatttttaccccttgtttg 
ttttcaggcaccagagtaaacatt 
avec 

20 une partie homologue (caractdres majuscule) k la sequence (4126217 k 

4126197) entre les genes metJ et metB (sequence 4126252 a 4127412) contenant la 
region promotrice de Poperon metBLF. 

une partie homologue (caract&res minuscule) k la sequence (4127460 a 
4127380) correspondant au debut du g£ne metL (sequence 4127415 k 4129847) et a 

25 la fin du gene metB. 
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Ces deux oligonucleotides ont 6t6 utilises pour amplifier la region concern^e 
sur PADN chromosomique de MG1655 A(metS ::Cm) ; voir figure 11. 

Le produit PCR obtenu est alors introduit par eiectroporation dans la souche 
MG1655 (pKD46) dans laquelle I'enzyme Red recombinase exprim^e pennet la 
5 recombinaison homologue. Les transformants r^sistants k Pantibiotique sont alors 
s61ectionn6s et la delation de g£ne metB par recombinaison homologue est v6rifi6e 
par une analyse PCR avec les oligonucleotides MetJR et MetLR, definis 
pr6cedemment. 

La souche souhaitee est la souche MG1655 (AmetB-AmetJ ::Cm) ou les g£nes 
10 met! et metB ont 6t6 £limin6s et le promoteur de Fop&on metBUF replace devant 
metL (voir figure 12), 

La cassette de resistance au chloramphenicol peut ensuite etre eliminee. Le 
plasmide pCP20 porteur de la recombinase FLP agissant au niveau des sites FRT de 
la cassette de resistance au chloramphenicol, est alors introduit dans les souches 
15 recombinantes par eiectroporation. Apr£s une serie de culture a 42°C, la perte de la 
cassette de resistance k Fantibiotique est verifiee par une analyse PCR avec les 
memes oligonucleotides que ceux utilises precedemment (MetLR et MetJR). 

Construction des souches MG1655 MjnetC :;Cm, metJB) et MG1655 
A(metC 9 meOS) 

20 Pour deleter le g£ne metC (sequence 3150251 k 3151438, sequence de 

reference sur le site http^/genolistpasteur-fr/Colibri/) de la souche MG1655 (AmetB- 
AmetJ), nous avons utilise la technique de transduction avec le phage PI. Le 
protocole suivi est realise en deux etapes avec la preparation du lysat de phage sur la 
souche MG1655 A(metC::Cm) puis transduction dans la souche "MGl 655 AQnetB- 

25 AmetJ). 

La construction de la souche A(metC::Cm) est decrite dans Fexemple F.L2. 
Preparation du lvsat de phage PI : 

- Ensemencement par lOOjal d'une culture de nuit de la souche MG1655 
(AmetC::Cm) de 10 ml de LB + Cm 30)ig/ml + glucose 0,2% + CaCl 2 5 mM 

30 - Incubation 30 min k 37°C sous agitation 

- Ajout de 100 pi de lysat de phage PI prepare sur la souche sauvage MG1655 
(environ 1.10 9 phage/ml) 
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- Agitation k 37°C pendant 3 heures jusqu'& la lyse totale des cellules 

- Ajout de 200 ]il de chloroforme et vortex 

- Centrifugation 10 min k 4500g pour eiiminer les debris cellulaires 

- Transfert du surnageant dans un tube sterile et ajout de 200 ]il de chloroforme 
5 - Conservation du lysat k 4°C 

Transduction 

- Centrifugation 10 min k 1500g de 5 ml d'une culture de nuit de la souche 
MG1655 (AmetB-AmetJ) en milieu LB 

- Suspension du culot cellulaire dans 2,5 ml de MgS04 10 mM, CaCfe 5 mM 
10 - - Tubes t&noins : 100 >il cellules 

100 pi phages PI de la souche MG1655 (Ame*C::Cm) 

- Tube test : 100 pd de cellules + 100 jxl de phages PI de la souche MG1655 
(Ame/C::Cm) 

- Incubation 30 min k 30°C sans agitation 

15 - Ajout de 100 |il de citrate de sodium 1 M dans chaque tube puis vortex 

- Ajout de 1 ml de LB 

- Incubation 1 heure a 37°C sous agitation 

- Etalement sur des boites LB + Cm 30 jig/ml aprds centrifugation 3 min a 7000 
rpm des tubes. 

20 - Incubation &37°C jusqu'aulendemain 
Verification de la souche 

Les transfonnants r6sistants k rantibiotique sont alors s61ectionn6s et 
Tinsertion de la region contenant (metC::Cm) est verifiee par une analyse PCR avec 
les oligonucleotides MetCR et MetCF d'une part et MetJR et MetLR d'autre part afin 
25 de verifier 6galement la souche d61et6e des gSnes metB et mefl. La souche retenue est 
denomm^e MG1655 A(metC ::Cm, metJB). 

MetCR (SEQ ID NO 11) : cgtccgggacgccttgatcccggacgcaac (homologue k la 
sequence de 3151522 a 3151493) 

MetCF (SEQ ID NO 12) : gcgtttacgcagtaaaaaagtcaccagcacgc (homologue k la 
30 sequence de 3150118 & 3150149) 

Comme pr6c6demment, la cassette de resistance au chloramphenicol peut 
ensuite Stre elimin£e. Le plasmide pCP20 porteur de la recombinase FLP agissant au 
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niveau des sites FRT de la cassette de resistance au chloramphenicol, est alors 
introduit dans les souches recombinantes par eiectroporation. Aprds une s6rie de 
culture k 42°C, la perte de la cassette de resistance k Pantibiotique est v6rifiee par 
une analyse PCR avec les memes oligonucleotides que ceux utilises precedemment 

5 (MetCR et MetCF d'une part et MeUR et Met LR d'autre part). La souche retenue 
est denommee MG1655 AQnetC, metJB). 

Introduction du plasmide pTrc99A-metY et evolution de la souche 
Dans un mode de realisation particulier, on construit un plasmide permettant 
Pexpression du g£ne mefi de C. glutamicum. Ce g£ne est amplifie par PCR k partir 

10 d'ADN chromosomique de C. glutamicum puis introduit dans un plasmide pTrc99A. 
On pourra choisir d'amplifier par PCR le g£ne mefi et eventuellement son 
promoteur naturel. Dans un mode de realisation prefer, on clone le g£ne men sous 
le contrdle d'un promoteur permettant une expression dans E. colt Le vecteurs 
utilises est un pTrC99A (Pharmacia), mais on pourrait aussi utiliser un vecteur choisi 

1 5 parmi pUC, pBluescript, pCR-Script, pTopo . . . 

La souche Escherichia coli A(metC 9 metJS) precedemment obtenue est 
transformee avec le plasmide pTrc-metY de C. glutamicum. La transformation de la 
souche est realisee par eiectroporation. 

La souche obtenue est ensuite inocuiee dans un Erlen Meyer (DOeoonm ~ 0-4 - 

20 0.5) contenant 10% de son volume en milieu minimum avec glucose pour seule 
source de carbone. La faible activite succinylhomoserine sulfhydrylase initialement 
portee par Tenzyme MetY limite la croissance (|i -0.06 h" 1 ) de la population 
bacterienne sur milieu minimum (MML8) du fait d'une limitation en methionine 
synthetisee. Des repiquages sont realises lorsque la DO600nm dans la fiole atteint 

25 environ 2. La selection est ainsi menee pendant 22 cycles de cultures. On observe 
une forte amelioration du taux de croissance pendant cette phase d' evolution- 
selection (Figure 13). Compte tenu de Pexperience acquise, il est vraisemblable que 
Fameiioration de croissance observee corresponde k une evolution du g£ne mefi de 
telle sorte que l'activite O-acetyl-homoserine sulfhydrylase soit modifiee en une 

30 activite O-succinyl-homoserine sulfhydrylase permettant de produire de 
Fhomocysteine k partir d'O-succinylhomoserine et d'H2S ; ces deux substrats etant 
produits par la bacterie. 
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Afin d'optimiser le processus devolution de rnetY, une demarche similaire 
peut-etre r6alis6e en utilisant d'autres mutants ^Escherichia coli, on pourra 
notamment utiliser le mutant A(metC 9 metB). 

Exemple F.L4. : Proc6d6 de culture Fed-Batch pour la production et la 
5 purification de methionine. 

Pr&ulture : 

La pr6culture est r^alisee pendant une nuit en fiole de 500 ml contenant 50 
ml de milieu minimum type M9 modifte, complete avec 2.5 g/1 de glucose. Les 
cellules sont recup6r£es par centrifugation et reprises dans 5 ml de milieu minimum 
10 type M9 modifi<5. 

Culture en fennenteur. 

La culture est r6alis6e dans un fennenteur de volume utile de 300ml de type 
Fedbatch-pro DASGIP. 

Le fennenteur est rempli avec 145 ml de milieu minimum type M9 modifi6 et 
15 inoculer avec les 5 ml de pr6culture. Soit une DO600nm d'inoculation comprise 
entreO.5 et 1.2. 

La temp6rature de la culture est maintenue entre 30 et 37°c et le pH est ajust6 
en permanence k une valeur comprise entre 6.5 et 8. II est partiellement r£gul6 par 
Tajout d'une solution CH3SNa. Une solution de soude 2N peut le cas Scheant 

20 completer la regulation. L' agitation est maintenue h entre 200 et 400 rpm pendant la 
phase de batch et est augmentee jusqu'& 1000 rpm en fin de fed-batch. La teneur en 
02 dissout est maintenue entre 30% et 40% de saturation en utilisant un contrSleur 
de gaz. Des que la OD 600nm k une valeur comprise entre 2.5 et 3 nous commensons 
le fed-batch par ajout du milieu de fed h un ddbit initial compris entre 0.3 et 0.5 ml/h 

25 avec une augmentation progressive jusqu'& des debits compris entre 2.5 et 3.5 ml/h. 
aprds ce stade le d6bit est maintenu constant pendant un temps compris entre 24h et 
32h . Le milieu de fed est constitu6 sur la base d'un milieu M9 modifi6 complement6 
par une concentration en glucose comprise entre 300 et 500g/l de glucose. Dans le 
meme temps nous compl6mentons le milieu avec une solution de CEBSNa (solution 

30 entre 1 et 5M) afin de permettre la croissance de la bact&ie tout en r^gulant le pH. 
D6s que la concentration cellulaire atteint une concentration comprise entre 20 et 50 
g/1 nous rempla9ons le milieu de fed par un milieu minimum type M9 limits en 
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phosphore. La solution de methyl-mercaptan est remplac^e par une injection directe 
de CH3SH sous forme gazeux dans le fennenteur. Le debit du gaz est adapts au 
debit de la solution de fed dans des rapports molaires avec le substrat carbone de 1 h 
3. D6s que la concentration cellulaire est comprise entre 50 et 80 g/1 la fermentation 
5 est arretSe. Le mout de fermentation est ajuste & un pH compris entre 7.5 et 9 par 
une solution de NaOH puis chauffS h entre 60 et 80°c . Le mout est ensuite filtre sur 
des modules UF. La temperature du jus est maintenue entre 60 et 80°C, puis le jus est 
concentre avant passage sur charbon pour decoloration (en coloime ou en batch). Le 
jus d£color6 est de nouveau filtre pour retirer les dernidres particules avant d'etre 
10 acidifie par HC1 concentre jusqu^ un pH inferieur & 2.28 (pKl de la methionine). 
Les cristaux methionine.HCl ainsi formes sont recuper6s par filtration, puis l'HCl est 
eiimine par evaporation pour purifier la L-Methionine. 
Depot de materiel biologique 

La Souche K183 a ete depose le 02 Avril 2003 k la Collection Nationale de 
15 Cultures de Microorganismes (CNCM), 25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 
15, France, selon les dispositions du Traite de Budapest, sous le Num6ro d'ordre I- 
3005. 

F. n. Evolution de la voie de biosynthfese de la cysteine 
Une application (Exemple F.II.1.) de l'invention au genie metabolique de la 
20 voie de biosynthese de la cysteine comprend les etapes suivantes : 

a) Deletion des g£nes cjwK, cysM dans la souche initiale d'E.colt ; la souche 
modifiee obtenue est done auxotrophe k la cysteine. La souche initiale est 
capable de croitre sur un milieu minimum (MM) depourvu de methionine, S- 
adenosylmethionine, homocysteine, cystathionine, cysteine alors que la 

25 souche modifiee a perdu cette capacite. 

al) Introduction du g£ne me/Y, xm gene heterologue issu de C glutamicum. Ce 
gene etant destine a evoluer d'une activite acetylhomoserine sulfhydrylase en une 
activite cysteine-synthase. 

b) Culture de la souche modifiee E. coli [metY A(cysK, cysM)] sur le meme 
30 milieu minimum (MM) en absence de tout co-substrat afin de faire evoluer 

MetY en une activite cysteine-synthase afin de compenser les activites 
enzymatiques initialement deietees (CysK, CysM). 
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c) Selection d'une souche 6volu6e ayant une nouvelle activity cysteine-synthase 
en presence d'H2S endogfcne ; verification de la nouvelle voie de synthase. 
Exemple F.BL1 : Evolution d'une actfvite acetylhomoserine sulfhydrylase 
en activity cysteine synthase. 
5 a) construction de la souche E. coli A(cysK> cysM). 

L'inactivation des g£nes cysK et cysM est r6alis6e en insurant une cassette de 
resistance k un antibiotique (chloramphenicol et kanamycine respectivement) tout en 
deietant la majeure partie des g£nes concents. La technique utilis6e est decrite par 
Datsenko, K.A. ; Wanner, B.L. (2000) One-step inactivation of chromosomal genes 
10 in Escherichia coli K-12 using PCR products, Proc. Natl. Acad. Set USA 97 : 6640- 
6645. Pour chaque construction un couple d' oligonucleotide a ete synthetise : 
Pour cysK: 

DcysKR de 100 bases (SEQ ID NO 15) : 
tgttgcaattelttctcagtgaagagate 
1 5 ATATGAATATCCTCCTTAG 
avec 

une r6gion (caracteres minuscules) homologue h la sequence (2531396 k 
2531317) du gene cysK (sequence de reference sur le site 
http://genolist.pasteur>fr/Colibri/) 
20 - une region (caracteres majuscules) pour Pamphfication de la cassette de 

resistance au chloramphenicol (sequence de reference dans la publication 
Datsenko, K.A. et Wanner, BX., 2000, PNAS, 97 : 6640-6645) 
DcysKF de 100 bases (SEQ ID NO 16) : 
agtaagatttttgaagataactcgctgactatcggtcacacgccgctggttcgcctgaatcgc 
25 GTAGGCTGGAGCTGCTTCG 
avec : 

une region (caracteres minuscules) homologue a la sequence (2530432 k 
2530511) du gene cysK 

une region (caracteres majuscules) pour Famplification de la cassette de 
30 resistance au chloramphenicol- 

Pour cysM : 

DcysMR de 100 bases (SEQ ID NO 17): 
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cccgcrccctggctaaaatgctcttcccc 
cCATATGAATATCCTCCTTAG 
avec : 

une region (caracteres minuscules) homologue k la sequence (2536699 k 
5 2536778) du g£ne cysM (sequence de reference sur le site 

http://genolist,pasteur.fr/ColibriA 

une region (caractferes majuscules) pour Pamplification de la cassette de 
resistance k la kanamycine 
DcysMF de 100 bases (SEQ ID NO 18): 
10 agtacattagaacaaacaataggcaatacgcctctggtgaagttgcagcgaatggggccggataacggca 
gTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG 
avec : 

une region (caract&res minuscules) homologue k la sequence (2537600 k 
2537521) dugenecysM 
15 - une region (caractdres majuscules) pour PampUfication de la cassette de 

resistance k la kanamycine 
Les oligonucleotides DcysKR et DcysKF d'une part et DcysMR et DcysMF 
d' autre part, sont utilises pour amplifier respectivement la cassette de resistance au 
chloramphenicol et k la kanamycine k partir des plasmides pKD3 et pKD4. Le 
20 produit PCR obtenu est alors introduit par eiectroporation dans la souche MG1655 
(pKD46) dans laquelle V enzyme Red recombinase exprimee permet la 
recombinaison homologue. Les transformants resistants k chacun des antibiotiques 
sont alors selectionnes et l'insertion de la cassette de resistance est verifiee par une 
analyse PCR avec les oligonucleotides cysKR et cysKF d'une part et cysMR et 
25 cysMF d' autre part 

cyKR (SEQ ID NO 19) : tttttaacagacgcgacgcacgaagagcgc (homologue k la sequence 
de 2531698 k 2531669) 

cysKF (SEQ ID NO 20) : ggcgcgacggcgatgtgggtcgattgctat (homologue k la sequence 
de 2530188 k 2530217) 
30 cysMR (SEQ ID NO 21) : ggggtgacggtcaggactcaccaatacttc (homologue a la sequence 
de 2536430 & 2536459) 
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cysMF (SEQ ID NO 22): gcgcgcatcgctggccgctgggctacacac (homologue & i a 
sequence de 2538071 k 2538042) 

Les cassettes de resistance au chloramphenicol et k la kanamycine peuvent 
ensuite etre eiiminees. Pour cela, Le plasmide pCP20 porteur de la recombinase FLP 
5 agissant au niveau des sites FRT de la cassette de resistance au chloramphenicol ou k 
la kanamycine, est introduit dans les souches recombinantes par eiectroporation. 
Apr£s une s6rie de cultures k 42°C, la perte de la cassette de resistance k 
Pantibiotique est verifiee par une analyse PCR avec les memes oligonucleotides que 
ceux utilises precedemment 
10 al ) introduction du gfene metY dans la souche pr£cedente 

Le plasmide pTopometY a ete construit par insertion du g£ne metY dans le 
vecteur Zero Blunt TOPO PCR cloning kit (PCR4 TOPO vector, Invitrogen). Pour 
cela, le gbne metY a ete amplifie par PCR avec la polymerase Pwo k partir de 
FADN chromosomique de la souche Corynebacterium glutamicum ATCC13032 en 
15 utilisant les oligonucleotides suivants : 
MetYR (SEQ ID NO 23) : 
ttagagctgttgacaattaateatccggc^ 

Promoteur de type TRC (pTRC-O) en gras et noir, RBS du g^ne metY en gras 
et souligne, codon d'initiation du gene metY en gras et italiques. 
20 MetYF (SEQ ID NO 24) : 

gctctgtctagtctagtttgcattctcacg 

Sequence choisie en aval du terminateur de transcription du g£ne metY. 

Le produit PCR obtenu est ensuite directement clone dans le vecteur Topo 
pour donner le plasmide pTopometY. Le vecteur Topo porte une origine de 
25 replication pour E. colt, un gene de resistance k Tampicilline et un gene de resistance 
k la kanamycine. 

Le plasmide pTopometY est alors introduit dans la souche E. coli DH5a pour 
verification de la construction, Le sequen9age du gene metY du plasmide 
pTopometY avec les oligonucleotides universels Ml 3 reverse et Ml 3 forward sera 
30 ensuite realise pour confirmer la construction. 

Le plasmide est introduit dans la souche E. coli A(cysK, cysM) par 
eiectroporation. 
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c) Culture de la souche modjfifo afin de faire gvoluer le gfene metY 
codant Pactivite acetvl-homoserine sullhvdrvlase vers une activite cysteine 
synthase. 

La selection dirigSe de la souche pr6c&lente contenant le gSne metY peut-etre 
5 r6alis6e en flacons ou en Erlen-Meyer. La mise en oeuvre de cette technique pennet 
la selection d'une souche de Escherichia coli dont Penzyme acetyl-homos&ine 
sulfhydrolase a 6volu6 en une activity « cysteine synthase ». La selection dirigee est 
conduite en Erlen-Meyer contenant 50 ml de milieu mineral (Schaefer et al., 1999, 
Anal Biochem. 270 : 88-96) en pr6sence de 33 mM glucose, de chloramphenicol k 
10 une concentration finale de 25 mg/1 et de kanamycine k une concentration de 25 
mg/ml 

Les milieux de culture sont ensemences avec la souche E. coli K12 [A (cysK, 
cysM) pTopometY] k D0 6 oonm d6finie. On ensemence avec une population de 
bacteries sufifisamment importante pour que certaines bact&ies possddent 

15 potentiellement des mutations spontanSes int6ressantes dans le gene metY, 
permettant d'assimiler PO-ac6tyl serine. Cette population a 6t6 obtenue par culture 
de la souche auxotrophe en cysteine sur milieu minimum supplement^ en cysteine. 
Une culture t&noin est ensemenc£e avec la souche E. coli K12 (A cysK, cysM). 

Les cultures sont r6alis6es sous agitation, k 37°C, pendant 6 jours, puis la 

20 DO600mn est mesur6e. La culture t6moin ne pr&ente pratiquement pas devolution de 
DO alors que quelques autres cultures ont vu leur DO Svoluer de maniere 
significative. II est probable que Pactivite «cyst6ine synthase 6volu6e» se soit 
d^veloppee dans les populations contenues dans ces Erlen-Meyer. La ou les 
mutations sont vraisemblablement intervenue dans le gdne metY puisque c'est la 

25 seule difference entre ces souches et la souche temoin. 

La population bact&ienne de ces cultures positives peut alors Sire utilisSe 
pour ameliorer davantage l'activite cysteine synthase en recommen9ant le procedS en 
flacon tel qu'il vient d'etre d6crit. 
c) selection des clones 

30 La population 6voluee est 6tal6e alors sur milieu minimum g£los6 contenant 

du glucose pour seule source de carbone. Les boites inocutees sont plac^es en 
condition aerobie dans un incubateur k 37°C. Apr&s 36 heures, les clones 
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apparaissent sur les boites ; ils correspondent aux bact6ries capables de produire de la 
cysteine k partir du glucose pour seule source de carbone. Trois clones sont isol6s. 
• controle de la voie de synthase 

La population d*E. coli K12 [A (cysK, cysM) pTopometY] SvoluSe est mise 
5 en culture dans un milieu minimum (Schaefer et al. 9 1999, Anal Biochem. 270 : 88- 
96) contenant 2,5 g.1" 1 de glucose entterement marqu6 au carbone 13. Apr&s la 
culture, les cellules sont r6cup6r6es, lav^es puis hydrolys6es par HC1 6N pendant 24 
heures k 107°C. Une analyse par RMN bidimensionnelle est alors r6alis6e (HSQC). 
Cette analyse permet d*6tudier le flux des carbones 13 du glucose et confirmer que la 
10 synthase de la cysteine se fait bien via la serine et l'acetyl-s6rine sugg&ant ainsi que 
Penzyme cod£e par le gdne metY a effectivement evolu^e en une cysteine synthase. 

F. HL Evolution d'enzymes NADPH d£pendantes 
Une application (Exemple F.III.1.) de l'invention au genie m6tabolique aux voies de 
byconversion NADPH d6pendantes comprend les 6tapes suivantes : 
15 al) Inactivation des gdnes udhA et pgi dans la souche initiale d'E.coli. 

b2) Inactivation des gdnes pfkA, pfkB et udhA dans la souche initiale d'E.coli. 
Les deux souches modifies obtenues sont done optimisees pour leur capacity de 
reduction du NADP. La souche initiale est capable de croitre sur un milieu 
minimum (MM) alors que les souches modifiees ont une capacity k croitre, sur ce 
20 meme milieu, fortement reduite. 

b) Introduction sur plasmide du gene yueD codant pour une benzil reductase de 
Bacillus cereus dans une de ces souches alterSes. 

c) Culture de la souche ci-avant modifiee sur milieu minimum (MM) auquel on 
ajoute le p-nitrobenzaldehyde (substrat) afin de faire 6voluer I'activite 

25 enzymatique pour 1' adapter k ce substrat faiblement utilise. 

d) Caract&isation de l'enzyme YueD evoluSe 

F.in.l : Construction des souches E. coli A(udhA 9 pgi) et E.coli AfeflcA, 
pflcB, udhA) et modification de I'activite enzymatique de la benzyl reductase de 
Bacillus cereus 

30 al) construction de la souche modifiee E. coli A(udhA 9 pgi) 

U inactivation du g&ne udhA est r6alis6e en insurant une cassette de resistance 
k Pantibiotique kanamycine tout en d616tant la majeure partie du gdne concern^. La 
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technique utilisSe est d6crite par Datsenko, K.A. ; Wanner, B.L. (2000) One-step 
inactivation of chromosomal genes in Escherichia coli K-12 using PCR products. 
Proc. Natl Acad. Set USA 97 : 6640-6645. 

Deux oligonucleotides sont utilises pour r£aliser la strategic: 
5 - DudhAR de 100 bases (SEQ ID NO 25 ): 
Cccagaatctctittgtttcccgatg^ 
gTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG 
avec : 

une region (caract&res minuscules) homologue k la sequence (4157144 k 
10 4157223) du g&ne udhA (sequence 4158303 k 4156969, sequence de reference sur le 
site http://genolistpasteur.fr/Colibri/) 

une region (caracteres majuscules) pour 1'amplification de la cassette de 
resistance k la kanamycine du plasmide pKD4 (Datsenko, K.A. ; Wanner, BX. 
(2000) One-step inactivation of chromosomal genes in Escherichia coli K-12 using 
15 PCR products. Proc. Natl Acad. Set USA 97 : 6640-6645) 
- DudhAF de 100 bases (SEQ ID NO 26 ): 
ggtgcgcgcgtcgcagttetcgagcgttatcaaaa^ 
cgaaagcCATATGAATATCCTCCTTAG avec : 

xme region (caractdres minuscules) homologue k la sequence (4158285 k 
20 41 58206) du gdne udhA 

une r6gion (caracteres majuscules) pour V amplification de la cassette de 
resistance k la kanamycine portee par le plasmide pKD4. 

Les oligonucleotides DudhAR et DudhAF sont utilises pour amplifier la 
cassette de resistance k la kanamycine k partir du plasmide pKD4. Le produit PCR 
25 obtenu est alors introduit par eiectroporation dans la souche MG1655 (pKD46) dans 
laquelle P enzyme Red recombinase exprimee permet la recombinaison homologue. 
Les transformants resistants k Fantibiotique sont alors selection^ et Tinsertion de la 
cassette de resistance est verifiee par une analyse PCR avec les oligonucleotides 
UdhARetUdhAF. 

30 UdhAR (SEQ ID NO 27) : gcgggatcactttactgccagcgctggctg (homologue k la 

sequence de 4156772 k 4156801) 
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UdhAF (SEQ ID NO 28) : ggccgctcaggatatagccagataaatgac (homologue k la 
sequence de 4158475 k 4158446) 

L'inactivation du gbne pgi est r^alis^e en insurant une cassette de resistance k 
l'antibiotique chloramphenicol tout en deietant la majeure partie du g&ne concerne. 
5 La technique utilis£e est decrite par Datsenko, K. A. ; Wanner, B.L. (2000) One-step 
inactivation of chromosomal genes in Escherichia coli K-12 using PCR products. 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97 : 6640-6645, 

Deux oligonucleotides sont utilises pour realiser la strategie: 
- DpgiR de 100 bases (SEQ ID NO 29): 
10 gcgccacgctttatagcggttaatcagaccattggtcgagc^ 
tgCATATGAATATCCTCCTTAG 

avec : 

line region (caracteres minuscules) homologue k la sequence (4232980 k 
4232901) du gbne pgi (sequence 4231337 k 4232986, sequence de reference sur le 
15 site http://genolist.pasteur.fr/Colibr^ 

une region (caract&res majuscules) pour ramplification de la cassette de 
resistance au chloramphenicol du plasmide pKD3 (Datsenko, K.A. ; Wanner, B.L. 
(2000) One-step inactivation of chromosomal genes in Escherichia coli K-12 using 
PCR products, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97 : 6640-6645) 
20 - DpgiF de 100 bases (SEQ ID NO 30): 

ccaacgcagaccgctgcctggcaggcactacagaaacacttcgatgaaatgaaagacgttacgatcgccgat 
ctttttgcTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG 

avec : 

une region (caractdres minuscules) homologue k la sequence (4231352 k 
25 423 1432) du gdne pgi 

une region (caracteres majuscules) pour ramplification de la cassette de 
resistance au chloramphenicol portee par le plasmide pKD3 

Les oligonucleotides DpgiR et DpgiF sont utilises pour amplifier la cassette 
de resistance au chloramphenicol k partir du plasmide pKD3. Le produit PCR obtenu 
30 est alors introduit par eiectroporation dans la souche MG1655 AudhA (pKD46) dans 
laquelle Tenzyme Red recombinase exprimee permet la recombinaison homologue. 
Les transformants resistants k Pantibiotique sont alors seiectionnes et Finsertion de la 
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cassette de resistance est v&ifiSe par une analyse PCR avec les oligonucleotides 
PgiRetPgiF. 

PgiR (SEQ ID NO 31): cggtatgatttccgttaaattacagacaag (homologue k la 
sequence de 4233220 k 4233191) 
5 PgiF (SEQ ID NO 32) : gcggggcggttgtcaacgatggggtcatgc (homologue k la 

sequence de 4231138 £14231167) 

Les deux cassettes de resistance au chloramphenicol et k la kanamycine 
peuvent ensuite etre eiiminees. Le plasmide pCP20 porteur de la recombinase FLP 
agissant au niveau des sites FRT des cassettes de resistance, est alors introduit dans 
10 les souches recombinantes par eiectroporation. Apres une s6rie de culture k 42°C, la 
perte des cassettes de resistance k Pantibiotique est verifiee par une analyse PCR 
avec les memes oligonucleotides que ceux utilises precedemment 

a2) construction de la souche modifI6e E.coli A(pJkA,pJkB, udhA) 
L'inactivation du gfene pfkA est realisee en inserant une cassette de resistance 
15 k Tantibiotique chloramphenicol tout en deietant la majeure partie du gene concerne. 
La technique utilisee est decrite par Datsenko, K.A. ; Wanner, B.L. (2000) One-step 
inactivation of chromosomal genes in Escherichia coli K-12 using PCR products. 
Proc. Natl Acad. Set USA 97 : 6640-6645. 

Deux oligonucleotides sont utilises pour realiser la strategie: 
20 - DpfkAR de 100 bases (SEQ ID NO 33 ): 
Ttcgcgcagtrcagccagtcacxrt^ 
tgCATATGAATATCCTCCTTAG 
avec : 

Une region (caract&res minuscules) homologue k la sequence (4106081 k 
25 4106002) du g£ne pfkA (sequence 4105132 a 4106094, sequence de reference sur le 
site http://genolist.pasteur,fr/Cohbri/) 

une region (caracteres majuscules) pour ramplification de la cassette de 
resistance au chloramphenicol du plasmide pKD3 (Datsenko, K.A. ; Wanner, B.L. 
(2000) One-step inactivation of chromosomal genes in Escherichia coli K-12 using 
30 PCR products. Proc. Natl Acad. Set USA 97 : 6640-6645) 
- DpfkAF de 100 bases (SEQ ID NO 34): 
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ggtgtgttgacaagcggcggtgatgcgccaggcatgaacgccgcaattcgcggggttgttcgtt^ 
cagaa ggTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG avec : 

une region (carad&res minuscules) homologue k la sequence (4105147 k 
4105227) du gdne pflcA 
5 une region (caracteres majuscules) pour Pamplification de la cassette de 

resistance au chloramphenicol portee par le plasmide pKD3. 

. Les oligonucleotides DpfkAR et DpfkAF sont utilises pour amplifier la 
cassette de resistance au chloramphenicol k partir du plasmide pKD3. Le produit 
PCR obtenu est alors introduit par eiectroporation dans la souche MG1655 (pKD46) 
10 dans laquelle Penzyme Red recombinase exprimee permet la recombinaison 
homologue, Les transformants resistants k Pantibiotique sont alors seiectionnes et 
Tinsertion de la cassette de resistance est verifiee par une analyse PCR avec les 
oligonucleotides PfkAR et PfkAF. 

PfkAR (SEQ ID NO 35) : ccctacgccccacttgttcatcgcccg (homologue k la 
15 sequence de 4106434 k 4106408) 

PfkAF (SEQ ID NO 36) : cgcacgcggcagtcagggccgacccgc (homologue k la 
sequence de 4104751 £4104777) 

L'inactivation du g£ne udhA etait decrite en exemple F.IQ.l al) et peut etre 
effectuee de la meme mani&re. 
20 Les deux cassettes de resistance au chloramphenicol et k la kanamycine 

peuvent ensuite Stre eiiminees. Le plasmide pCP20 porteur de la recombinase FLP 
agissant au niveau des sites FRT des cassettes de resistance, est alors introduit dans 
les souches recombinantes par eiectroporation. Apr&s une serie de culture k 42°C, la 
perte des cassettes de resistance k Pantibiotique est verifiee par une analyse PCR 
25 avec les memes oligonucleotides que ceux utilises precedemment. 

L'inactivation du g&ne pfkB est realisee en inserant une cassette de resistance 
k Pantibiotique chloramphenicol tout en deietant la majeure partie du gene concerne. 
La technique utilisee est decrite par Datsenko, K.A. ; Wanner, B.L. (2000) One-step 
inactivation of chromosomal genes in Escherichia coli K-12 using PCR products. 
30 Proc. Natl. Acad. Set USA 97 : 6640-6645. 

Deux oligonucleotides sont utilises pour realiser la strategie: 
- DpfkBR de 100 bases (SEQ ID NO 37 ): 
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gcgggaaaggtaagcgtaaattttttgcgtate^ 
ccCATATGAATATCCTCCTTAG 
avec : 

Une region (caractSres minuscules) homologue k la sequence (1805320 k 
5 1805241) du g£ne pfkB (sequence 1804394 k 1805323, sequence de reference sur le 
site h1i p://genolistpasteur.fr/CoUbri/) 

une region (caracteres majuscules) pour ^amplification de la cassette de 
resistance k la chloramphenicol du plasmide pKD3 (Datsenko, K.A. ; Wanner, B.L. 
(2000) One-step inactivation of chromosomal genes in Escherichia coli K-12 using 
10 PCR products. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97 : 6640-6645) 
- DpfkBF de 100 bases (SEQ ID NO 38): 

gcgccctctctcgatagcgcaacaattaccccgcaaat^ 
tgttcgTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG avec : 

une region (caractdres minuscules) homologue k la sequence (1804421 k 
15 1804499) du gSne pflcB 

une region (caracteres majuscules) pour Pamplification de la cassette de 
resistance au chloramphenicol portee par le plasmide pKD3. 

Les oligonucleotides DpfkBR et DpfkBF sont utilises pom: amplifier la 
cassette de resistance au chloramphenicol k partir du plasmide pKD3. Le produit 
20 PCR obtenu est alors introduit par eiectroporation dans la souche MG1655 A(pfkA 9 
udhA) (pKD46) dans laquelle Fenzyme Red recombinase exprimee permet la 
recombinaison homologue. Les transformants resistants k Fantibiotique sont alors 
seiectionnes et Tinsertion de la cassette de resistance est verifiee par tme analyse 
PCR avec les oligonucleotides PfkBR et PffcBF. 
25 PfkBR (SEQ ID NO 39): gccggttgcactttgggtaagccccg (homologue k la 

sequence de (1805657-1805632) 

PfkBF (SEQ ID NO 40): tggcaggatcatccatgacagtaaaaacgg (homologue k la 
sequence de 1803996 k 1804025 

La cassette de resistance au chloramphenicol peut ensuite etre eiiminee. Le 
30 plasmide pCP20 porteur de la recombinase FLP agissant au niveau des sites FRT des 
cassettes de resistance, est alors introduit dans la souche recombinante par 
eiectroporation. Aprfcs une serie de culture k 42°C, la perte de la cassette de 
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resistance k Pantibiotique est v6rifi6e par une analyse PCR avec les memes 
oligonucleotides que ceux utilises pr6c6demment 

b) introduction du gfene yueD codant Benzyl reductase de Bacillus cereus 
dans la souche Mpgi, udhA) ou egalement A(pfkA,pfkB, udhA) 
5 Le g^ne yueD de Bacillus cereus est clone dans le vecteur pTrC99A 

(Amersham-Phaxmacia). Les oligonucleotides YueDR et YueDF sont utilises pour 
amplifier le g£ne k partir de 1* ADN genomique de Bacillus cereus. 
YueDR (SEQ ID NO 41): CGTGAATTC 
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dans le milieu minimum du l-phenyl-l,2-propanedione (co-substrat) et Ton observe 
que la souche modifi6e est capable de croltre avec un taux de croissance similaire ou 
16gferement inf&ieur par rapport k celui de la souche initiate (c'est k dire non 
modiftee) sur le mSme milieu. H est alors d6cid6 d'ensemencer (OD 5) un chemostat 
5 en milieu minimum contenant du p-nitrobenzaldehyde (co-substrat) avec la souche 
modiftee. Dans ces conditions la souche prSsentera un taux de croissance similaire k 
la souche modiftee cultiv6e en milieu minimum en absence de co-substrat Le 
chemostat est maintenu sur une p£riode de 1 k 5 semaines en augmentant 
progressivement le taux de dilution, L'augmentation du taux de dilution pouvant se 
10 feire par palier ou de mani&re progressive, Des stocks glycerols, de la population 
contenue dans le chemostat, sont r6alis6s rSguli&rement. 
d) Caract&isation de V enzyme YueD 6volu6e 

Lorsque la population ne peut plus s' adapter aux taux de dilutions imposes, 
on considdre que la selection est terminSe. Les colonies sont isol6es de la population 

15 6volu6e finale (si nScessaire on utilise Pun des derniers stocks glycerol r6alis6s) et 
les caract&istiques cin&iques de la benzil r6ductase 6volu6e sont 6valu6es, par 
comparaison avec la benzil reductase initiale, en utilisant les substrats 1 -phenyl- 1,2- 
propanedione et p-nitrobenzaldehyde. On observe une forte amelioration du kcat de la 
benzil reductase 6volu6e pour le p-nitrobenzaldehyde tandis que le kcat de cette meme 

20 enzyme 6vohx6e pour le 1 -phenyl- 1,2-propanedione diminue fortement Le 
s6quen9age des clones £volu6s montre une accumulation de mutations ponctuelles, 
ce qui explique la modification de leur comportement quant k la specificity de 
substrat 
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REVENDICATIONS 

1. Procede de preparation de microorganismes evolufe, pennettant une 
modification des voies m&aboliques, caracterise en ce qu'il comprend les Stapes 
5 suivantes : 

a) Obtention d'un microorganisme modifie par modification g&i&ique des 
cellules d'un microorganisme initial de manidre k inhiber la production ou la 
consommation d'un metabolite lorsque le microorganisme est cultivS sur un 
milieu defini, affectant ainsi la capacity de croissance du microorganisme, 
10 b) Culture des microorganismes modifies precedemment obtenus sur ledit 
milieu defini pour le faire evoluer, il peut Stre n^cessaire d'ajouter un co-substrat 
au milieu defini afin de permettre cette evolution, 

c) Selection des cellules de microorganismes modifies capables de se 
d6velopper sur le milieu defini, eventuellement avec un co-substrat. 
15 2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que les voies 

m&aboliques sont choisies parmi : les voies de biosynthdse des acides amines, les 
voies de synthase des acides nucieiques, les voies de synthase des lipides, les voies 
du metabolisme des sucres. 

3. Procede selon la revendication 2, caracterise en ce que la voie 
20 metabolique modifiee est une voie de biosynthdse des acides amines. 

4. Precede selon la revendication 3, caracterise en ce que la voie 
metabolique modifiee est une voie de biosynthdse d'un acide amine choisi parmi la 
methionine, la cysteine, la threonine, la lysine, ou Pisoleucine. 

5. procede selon la revendication 2, caracterise en ce que la voie 
25 metabolique modifiee participe k la consommation du NADPH. 

6. Procede selon Tune des revendications 1 k 4, caracterise en ce que la 
modification de Fetape a) permet de favoriser la reduction du NADP en NADPH, 
eventuellement en limitant Poxydation du NADPH en NADP. 

7. procede selon la revendication 1, caracterise en ce que le 
30 microorganisme evolue comprend au moins un g£ne evolue, codant pour une 

proteine evoluee, dont revolution permet de remplacer la voie metabolique inhibee 
par une nouvelle voie metabolique. 
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8. Precede selon l'une des revendications 1 ou 2, caract6ris6 en ce qu'il 
comprend une etape supplemental al) d'introduction d'au moins un gfene 
heterologue codant pour une proteine . heterologue, ledit g£ne heterologue etant 
destin6e k permettre revolution d'une nouvelle voie metabolique pr^alable k l'etape 

5 b) de culture des microorganismes modifies.. 

9. Precede selon Tune des revendications 7 ou 8, caract6ris6 en ce qu'il 
comprend une etape d) d'isolation du gdne codant 6volue pour ladite proteine 
evoluee. 

10. Precede selon la revendication 9, caracterise en ce que Ton introduit le 
10 gdne 6vohx6 9 sous une forme appropriee, dans un microorganisme de production 

destine k la production de proline evoluee. 

1 1 . Microorganisme 6volu6 susceptible d'etre obtenu par un precede selon 
Tune des revendications 1 k 10. 

12. Microorganisme evolu6 selon la revendication 11, caracterise en ce 
15 qu'il s'agit de la souche E. coli K183 k activity « methionine synthase » modifiee, 

d6pos6e k la CNCM le 2 avril 2003 sous le num&o 1-3005. 

13. Precede de preparation d'une proteine evoluee, caracterise en ce que 
Ton cultive un microorganisme 6volu6 selon la revendication 11 dans un milieu de 
culture approprie pour la production de la proline evolu6e. 

20 14. Proc6d6 selon la revendication 13, caracterise en ce que Ton purifie la 

proteine evoluee produite. 

15. Gene evolue codant pour une proteine evoluee susceptible d'etre 
obtenu par un precede selon la revendication 9. 

16. Proteine evoluee susceptible d'etre obtenue par un precede selon Tune 
25 des revendications 13 ou 14. 

17. Proteine evoluee selon la revendication 16, caracterisee en ce qu'il 
s'agit d'une enzyme k activite « methionine synthase » modifiee choisie parmi les 
cystathionine-Y-synthases et les acylhomoserine sulfhydrylases a activite 
« methionine synthase » modifiee. 

30 18 Proteine evoluee selon la revendication 17, caracterisee en ce que la 

cystathionine-Y-synthases k activite « methionine synthase » non modifiee, avant 
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Evolution, est s61ectionn6es parmi les cystattoonine-y-synthases correspondant au 
PFAM reference PF01053 et au COG reference CPG0626. 

19. Proline 6vohx€e selon la revendication 18, caract6ris6e en ce que la 
cystathionine-y-synthase k activity « methionine synthase » non modiftee, avant 
5 Evolution, comprend la sequence d'acide amines suivante dans sa partie C-tenninale 
(zone conserve 1) 

X1-X2-X3-L-G-X4-X5-X6-X7-X8-X9 

Dans laquelle 

XI represente A,G,S, de preference A 
10 X2 represente E,V,P,T, de preference E 

X3 represente S,T,N, de preference S 
X4 represente G,D,AJ3>T, de preference G 
X5 represente V,A,T,H,N, de preference V 
X6 represente E,R,KJF, de preference E 
15 X7 represente S,T, de preference S 

X8 represente L,I,V,A, de preference L et 
X9 represente I,V,A>T, de preference L 

correspondant aux r6sidus 324 k 334 de la sequence de cystathionine-y- 
synthase de E. coli K12, representee sur la SEQ ID NO 6. 
20 20. Proteine £volu£e selon Tune des revendications 18 ou 19, caract£ris6e 

en ce que la cystathionine-y-synthase k activity « methionine synthase » non 
modifiee, avant evolution, comprend la sequence d'acide amines suivante dans sa 
partie N-terminale (zone conservee 2) : 

X10-X11-Y-X12-R-X13-X14-X15-X16-X17-X18 
25 Dans laquelle 

XI 0 represente A, H, Y, F, L, K, de preference A 

XI I represente Y, E, D, K, R, V, I, de preference Y 
X12 represente S,A,T,P,G, de preference S 

X13 represente I,S,T,R,E,F,W,D, de preference S 
30 X14 represente S,G,A,I,E,N,K,P, de preference G 

XI 5 represente N,H,Q,S, de preference N 
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XI 6 repr&ente P,D,L, de preference P 

X17 repr6sente T,M,N,G,S, de preference T et 

XI 8 repr&ente R,L,V,S,W3, de preference R. 

correspondant aux residus 44 k 54 de la sequence de cystatMonine-y-synthase 
5 de E. coli K12, representee sur la SEQ ID NO 6. 

21. Proline 6volu6e selon Tune des revendications 18 k 20, caracterisee 
en ce qu'elle comprend au moins une mutation dans sa partie C-tenninale, et/ou au 
moins une mutation dans sa partie N-terminale. 

22. Proline 6volu6e selon la revendication 21, caracterisee en ce que la 
10 mutation consiste k remplacer un acide amine acide, lequel interagit avec le co- 

substrat cysteine pour 1' enzyme non modifiee, par un acide amine apolaire, 
seiectionne panni les residus glycine, alanine, leucine, isoleucine, valine, 
phenylalanine ou methionine, 

23. Proteine £voluee selon la revendication 22, caracterisee en ce que la 
15 mutation dans la partie C-terminale de la cystatMonine-y-synthase est introduite 

panni les acides amines acides de la « zone conserv£e 1 » telle que definie dans la 
revendicationl4, en particulier au niveau du r£sidu X2. 

24. Proteine 6voluee selon la revendication 23, caracteris£e en ce qu'elle 
comprend la sequence d'acides amines suivante dans sa partie C-terminale : 

20 X1-X2-X3-L-G-X4-X5-X6-X7-X8-X9 
dans laquelle 

XI, X3, X4, X5, X6, X7, X8 et X9 sont definis ci-dessus, et 
X2 represente G, A,L,I,V,F,M, de preference A. 

correspondant aux residus 324 a 334 de la sequence de cystathionine-y- 
25 synthase de E. coli K12, representee sur la SEQ ID NO 8. 

25. Proteine evoluee selon la revendication 24, caracterisee en ce qu f 
comprend la sequence d* acides amines suivante dans sa partie C-terminale : 

A-A-S-L-G-G-V-E-S 
correspondant aux residus 324 k 332 de la sequence de cystathionine-y- 
30 synthase de E. coli K12, representee sur la SEQ ID NO 8. 
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26. Proline 6volu6e selon la revendication 25, caracterisee en ce que la 
cystathionines-synthase k activity « methionine synthase » modifiee comprend la 
sequence d'acides amines representee sur la SEQ ID NO 8. 

27. Proteine evoluee selon Tune des revendications 18 k 26, caracterisee 
5 en ce que la mutation dans la partie N-terminale de la cystathionine-y-synthase est 

introduite parmi les acides amines acides de la « zone conserve 2 » telle que d&finie 
ci-dessus, en particulier au niveau du r6sidu XI 1 et/ou R et/ou XI 3 . 

28. Proteine evoluee selon la revendication 27, caract6ris6 en ce que la 
cystathionine-y-synthase k activite « methionine synthase » modifiee comprend la 

10 s6quence d'acide amines suivante dans sa partie N-terminale : 

X10-X11-Y-X12-X19-X13-X14-X15-X16-X17-X18 
dans laquelle 

X7, X9, X12, X14, X15, XI 6, X17 et XI 8 sont definis ci-dessus, 
XI 1 est defini dans la revendication 15 ou represente un acide amine 
15 apolaire, 

XI 3 est defini dans la revendication 15 ou represente im acide amine 
apolaire, 

XI 9 est R ou represente un acide amine apolaire, et 
Pun au moins de XI 1, X13 et X19 represente un acide amine apolaire, 
20 les acides amines apolaires etant parmi choisis independamment parmi les 

residus glycine, alanine, leucine, isoleucine, valine, phenylalanine ou methionine. 

29. Proteine evoluee selon la revendication 16, caracterisee en ce que 
Penzyme « initiate » non mutee, avant evolution, est une enzyme catalysant une 
reaction de sulfhydrylation en presence d'H2S. 

25 30. Proteine evoluee selon la revendication 29, caracterisee en ce que 

Penzyme « initiale » non mutee, avant evolution, est une enzyme k activite O-acyl-L- 

homoserine sulfhydrolase. 

31. Proteine evoluee selon la revendication 30, caracterisee en ce que 

Penzyme « initiale » k activite 0-acyl-L-homos6rine sulfhydrylases est choisies 
30 parmi les O-acyl-L-homoserine sulfhydrylases correspondant au PFAM reference 

PF01053 et au COG reference COG2873. 



WO 2004/076659 



85 



PCT/FR2004/000354 



32. Proline 6volu6e selon la revendication 31, caract6ris6e en ce que 
Fenzyme « initiale » est choisie parmi les acylhomos6rine sulfhydrylases suivantes : 
NPJ785969 O-acetylhomoserine (thiol>lyase, Lactobacillus plantarum WCFS1 
AAN68137 O-acetylhomoserine sulfhydrylase, Pseudomonas putida KT2440 
5 NP_599886 O-acetylhomoserine sulfhydrylase, Corynebacterium glutamicum 
ATCC 13032 

NPJ712243 acetylhomoserine sulfhydrylase, Leptospira interrogans serovar lai str. 
56601 

BAC46370 O-succinylhomoserine sulfhydrylase, Bradyrhizobium japonicum 
10 USDA110 

AA057279 O-succinylhomoserine sulfhydrylase, Pseudomonas syringae pv. tomato 
str. DC3000 

NPJ284520 O-succinylhomoserine sulfhydrolase [Neisseria meningitidis Z2491 
AAA83435 O-succinylhomoserine sulfhydrylase (P. aeruginosa) 
15 33. Proline SvoluSe selon la revendication 31, caract&is6e en ce que 

Penzyme « initiale », avant Evolution, est PO-acyl-L-homos6rine sulfhydrolase 
codee par le g£ne metY de Corynebacterium. 

34. Prot6ine selon la revendication 33, caract6ris6e en ce que 1'O-acyl-L- 
homos&ine sulfhydrolase est cod6e par le gdne metY de C. glutamicum (Genbank 

20 AF220150). 

35. Utilisation d'un microorganisme 6volu6 selon la revendication 1 1 ou 
une proline 6volu6e selon la revendication 15 dans un proc6d6 de biotransformation. 

36. Proc&I6 de biotransformation selon la revendication 35 ou la 
biotransformation depend des enzymes NADPH dependantes 

25 37. Proc&te selon revendication 36 dans lequel les enzymes NADPH 

dependantes ont une specificity de substrat 6voluee. 
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SEQUENCE LISTING 

<110> Metabolic Explorer 

<120> Procede de preparation de mi croorgani smes evolues permettant la creation 
ou la modification de voies metaboliques 

<130> D20701/ 345773 

<150> FR 0301924 
<151> 2003-02-18 

<150> FR 0305768 
<151> 2003-05-14 

<150> FR 0305769 
<151> 2003-05-14 

<150> FR 0313054 
<151> 2003-11-06 

<160> 42 

<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 
<211> 100 
<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> DmetER 
<400> 1 

tacccccgac gcaagttctg cgccgcctgc accatgttcg ccagtgccgc gcgggtttct 
ggccagccgc gcgttttcag catatgaata tcctccttag 

Page 1 
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<210> 2 
<211> 100 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 



<220> 

<223> DmetEF 
<400> 2 

tgacaatatt gaatcacacc ctcggtttcc ctcgcgttgg cctgcgtcgc gagctgaaaa 60 
aagcgcaaga aagttattgg tgtaggctgg agctgcttcg 100 

<210> 3 

<211> 30 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 



<220> 

<223> MetER 

<400> 3 

ggtttaagca gtatggtggg aagaagtcgc 30 

<210> 4 

<211> 30 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 



<220> 

<223> MetEF 

<400> 4 

cccggggatg aataaacttg ccgccttccc 30 

<210> 5 

<211> 1161 

<212> DNA 

<213> Escherichia coli 



<400> 5 
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atgacgcgta aacaggccac catcgcagtg cgtagcgggt taaatgacga cgaacagtat 60 

ggttgcgttg tcccaccgat ccatctttcc agcacctata actttaccgg atttaatgaa 120 

ccgcgcgcgc atgattactc gcgtcgcggc aacccaacgc gcgatgtggt tcagcgtgcg 180 

ctggcagaac tggaaggtgg tgctggtgca gtacttacta ataccggcat gtccgcgatt 240 

cacctggtaa cgaccgtctt tttgaaacct ggcgatctgc tggttgcgcc gcacgactgc 300 

tacggcggta gctatcgcct gttcgacagt ctggcgaaac gcggttgcta tcgcgtgttg 360 

tttgttgatc aaggcgatga acaggcatta cgggcagcgc tggcagaaaa acccaaactg 420 

gtactggtag aaagcccaag taatccattg ttacgcgtcg tggatattgc gaaaatctgc 480 

catctggcaa gggaagtcgg ggcggtgagc gtggtggata acaccttctt aagcccggca 540 

ttacaaaatc cgctggcatt aggtgccgat ctggtgttgc attcatgcac gaaatatctg 600 

aacggtcact cagacgtagt ggccggcgtg gtgattgcta aagacccgga cgttgtcact 660 

gaactggcct ggtgggcaaa caatattggc gtgacgggcg gcgcgtttga cagctatctg 720 

ctgctacgtg ggttgcgaac gctggtgccg cgtatggagc tggcgcagcg caacgcgcag 780 

gcgattgtga aatacctgca aacccagccg ttggtgaaaa aactgtatca cccgtcgttg 840 

ccggaaaatc aggggcatga aattgccgcg cgccagcaaa aaggctttgg cgcaatgttg 900 

agttttgaac tggatggcga tgagcagacg ctgcgtcgtt tcctgggcgg gctgtcgttg 960 

tttacgctgg cggaatcatt agggggagtg gaaagtttaa tctctcacgc cgcaaccatg 1020 

acacatgcag gcatggcacc agaagcgcgt gctgccgccg ggatctccga gacgctgctg 1080 

cgtatctcca ccggtattga agatggcgaa gatttaattg ccgacctgga aaatggcttc 1140 

cgggctgcaa acaaggggta a 1161 

<210> 6 

<211> 10 

<212> PRT 

<213> Escherichia coli 

<400> 6 

Met Glu Thr Thr His Arg Ala Arg Gly Leu 
1 5 10 

<210> 7 

<211> 1161 

<212> DNA 

<213> Escherichia coli 



<400> 7 
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atgacgcgta aacaggccac catcgcagtg cgtagcgggt taaatgacga cgaacagtat 60 

ggttgcgttg tcccaccgat ccatctttcc agcacctata actttaccgg atttaatgaa 120 

ccgcgcgcgc atgattactc gcgtcgcggc aacccaacgc gcgatgtggt tcagcgtgcg 180 

ctggcagaac tggaaggtgg tgctggtgca gtacttacta ataccggcat gtccgcgatt 240 

cacctggtaa cgaccgtctt tttgaaacct ggcgatctgc tggttgcgcc gcacgactgc 300 

tacggcggta gctatcgcct gttcgacagt ctggcgaaac gcggttgcta tcgcgtgttg 360 

tttgttgatc aaggcgatga acaggcatta cgggcagcgc tggcagaaaa acccaaactg 420 

gtactggtag aaagcccaag taatccattg ttacgcgtcg tggatattgc gaaaatctgc 480 

catctggcaa gggaagtcgg ggcggtgagc gtggtggata acaccttctt aagcccggca 540 

ttacaaaatc cgctggcatt aggtgccgat ctggtgttgc attcatgcac gaaatatctg 600 

aacggtcact cagacgtagt ggccggcgtg gtgattgcta aagacccgga cgttgtcact 660 

gaactggcct ggtgggcaaa caatattggc gtgacgggcg gcgcgtttga cagctatctg 720 

ctgctacgtg ggttgcgaac gctggtgccg cgtatggagc tggcgcagcg caacgcgcag 780 

gcgattgtga aatacctgca aacccagccg ttggtgaaaa aactgtatca cccgtcgttg 840 

ccggaaaatc aggggcatga aattgccgcg cgccagcaaa aaggctttgg cgcaatgttg 900 

agttttgaac tggatggcga tgagcagacg ctgcgtcgtt tcctgggcgg gctgtcgttg 960 

tttacgctgg cggcatcatt agggggagtg gaaagtttaa tctctcacgc cgcaaccatg 1020 

acacatgcag gcatggcacc agaagcgcgt gctgccgccg ggatctccga gacgctgctg 1080 

cgtatctcca ccggtattga agatggcgaa gatttaattg ccgacctgga aaatggcttc 1140 

cgggctgcaa acaaggggta a 1161 

<210> 8 

<211> 5 

<212> PRT 

<213> Escherichia coli 

<400> 8 

Met Glu Thr Thr His 
1 5 

<210> 9 

<211> 30 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 



<220> 
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<223> MetJR 

<400> 9 , A 
ggtacagaaa ccagcaggct gaggatcagc ao 

<210> 10 

<211> 100 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> DmetJBF 

<400> 10 4 ^ c _ 

tatgcagctg acgacctttc gcccctgcct gcgcaatcac actcattttt accccttgtt 60 

tgcagcccgg aagccatttt caggcaccag agtaaacatt 100 

<210> 11 

<211> 30 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> MetCR 

<400> 11 

cgtccgggac gccttgatcc cggacgcaac ao 

<210> 12 

<211> 32 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> MetCF 

<400> 12 „ 
gcgtttacgc agtaaaaaag tcaccagcac gc 



<210> 13 
<211> 100 
<212> DNA 
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<220> 

<223> DmetCR 

ccggcgtcca gatcggcaat cagatcgtcg acatcttcca gaccaatatg caggcgaatc 60 
aaggtcccgc taaaatcgat catatgaata tcctccttag 100 

<210> 14 

<211> 100 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> DmetCF 

<400> 14 CA 
cggacaaaaa gcttgatact caactggtga atgcaggacg cagcaaaaaa tacactctcg 60 

gcgcggtaaa tagcgtgatt tgtaggctgg agctgcttcg 100 

<210> 15 

<211> 100 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> DcysKR 

<400> 15 , n 
tgttgcaatt ctttctcagt gaagagatcg gcaaacaatg cggtgcttaa ataacgctca 60 

cccgatgatg gtagaataac catatgaata tcctccttag 100 

<210> 16 

<211> 100 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 



<220> 

<223> DcysKF 
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60 



cgcatcggta acggacgcat tgtaggctgg agctgcttcg 



100 



<210> 17 
<211> 100 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> DcysMR 
<400> 17 

cccgccccct ggctaaaatg ctcttcccca aacaccccgg tagaaaggta gcgatcgcca 60 
cgatcgcaga tgatcgccac catatgaata tcctccttag 100 

<210> 18 
<211> 100 
<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> DcysMF 
<400> 18 

agtacattag aacaaacaat aggcaatacg cctctggtga agttgcagcg aatggggccg 60 
gataacggca gtgaagtgtg tgtaggctgg agctgcttcg 100 

<210> 19 

<211> 30 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> cysKR 

<400> 19 

tttttaacag acgcgacgca cgaagagcgc 30 



<210> 20 
<211> 30 



Page 7 



WO 2004/076659 PCT/FR2004/000354 

345773 Seq. ST25.txt 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 



<220> 

<223> cysKR 

<400> 20 

ggcgcgacgg cgatgtgggt cgattgctat 30 

<210> 21 

<211> 30 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 



<220> 

<223> cysMR 

<400> 21 

ggggtgacgg tcaggactca ccaatacttc 30 

<210> 22 

<211> 30 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 



<220> 

<223> cysMF 
<400> 22 

gcgcgcatcg ctggccgctg ggctacacac 30 

<210> 23 
<211> 74 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> MetYR 
<400> 23 

ttagagctgt tgacaattaa tcatccggct cgtataatgt gtggaataaa aactcttaag 60 
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gacctccaaa tgcc 74 

<210> 24 

<211> 30 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> MetYF 

<400> 24 

gctctgtcta gtctagtttg cattctcacg 30 

<210> 25 
<211> 100 
<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> DudhAR 
<400> 25 

cccagaatct cttttgtttc ccgatggaac aaaattttca gcgtgcccac gttcatgccg 60 
acgatttgtg cgcgtgccag tgtaggctgg agctgcttcg 100 

<210> 26 

<211> 100 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 



<220> 

<223> DudhAF 
<400> 26 

ggtgcgcgcg tcgcagttat cgagcgttat caaaatgttg gcggcggttg cacccactgg 60 
ggcaccatcc cgtcgaaagc catatgaata tcctccttag 100 

<210> 27 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
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<220> 

<223> UdhAR 

<400> 27 

gcgggatcac tttactgcca gcgctggctg 30 

<210> 28 

<211> 30 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 



<220> 

<223> UdhAF 

<400> 28 

ggccgctcag gatatagcca gataaatgac 30 

<210> 29 

<211> 100 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 



<220> 

<223> DpgiR 
<400> 29 

gcgccacgct ttatagcggt taatcagacc attggtcgag ctatcgtggc tgctgatttc 60 
tttatcatct ttcagctctg catatgaata tcctccttag 100 

<210> 30 

<211> 100 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 



<220> 

<223> Dpgi F 
<400> 30 

ccaacgcaga ccgctgcctg gcaggcacta cagaaacact tcgatgaaat gaaagacgtt 60 
acgatcgccg atctttttgc tgtaggctgg agctgcttcg 100 
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<210> 31 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Artificial sequence 



<220> 

<223> PgiR 

<400> 31 

cggtatgatt tccgttaaat tacagacaag 30 

<210> 32 

<211> 30 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 



<220> 

<223> PgiF 

<400> 32 

gcggggcggt tgtcaacgat ggggtcatgc 30 

<210> 33 

<211> 100 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 



<220> 

<223> DpfkAR 
<400> 33 

ttcgcgcagt ccagccagtc acctttgaac ggacgcttca tgttttcgat agcgtcgatg 60 
atgtcgtggt gaaccagctg catatgaata tcctccttag 100 

<210> 34 

<211> 100 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 



<220> 
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<223> DpfkAF 
<400> 34 

ggtgtgttga caagcggcgg tgatgcgcca ggcatgaacg ccgcaattcg cggggttgtt 60 
cgttctgcgc tgacagaagg tgtaggctgg agctgcttcg 100 

<210> 35 

<211> 27 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> PfkAR 

<400> 35 

ccctacgccc cacttgttca tcgcccg 27 

<210> 36 

<211> 27 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> PfkAF 

<400> 36 

cgcacgcggc agtcagggcc gacccgc 27 

<210> 37 
<211> 100 
<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> DpfkBR 
<400> 37 

gcgggaaagg taagcgtaaa ttttttgcgt atcgtcatgg gagcacagac gtgttccctg 60 
attgagtgtg gctgcactcc catatgaata tcctccttag 100 



<210> 38 
<211> 99 
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<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 



<220> 

<223> DpfkBF 
<400> 38 

gcgccctctc tcgatagcgc aacaattacc ccgcaaattt atcccgaagg aaaactgcgc 60 
tgtaccgcac cggtgttcgt gtaggctgga gctgcttcg 99 

<210> 39 

<211> 26 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 



<220> 

<223> PfkBR 

<400> 39 

gccggttgca ctttgggtaa gccccg 26 

<210> 40 

<211> 30 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> PfkBF 

<400> 40 

tggcaggatc atccatgaca gtaaaaacgg 30 

<210> 41 

<211> 29 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 



<220> 

<223> YveDR 
<400> 41 
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cgtgaattct tattcatcaa ttctaataa 

<210> 42 

<211> 32 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> YueDF 

<400> 42 

acgttcatga gatacgttat cataacagga ac 32 
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